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RESUMEN

INTRODUCCION: La diabetes mellitus es una alteracion del metabolismo de la glucosa debida a
un déficit de produccion de insulina o a una reduccién de su efecto bioldgico en el organismo. Se
diagnostica clinicamente tras la deteccion de cifras elevadas de glucemia en determinadas
circunstancias (CIE10). En la historia natural de esta enfermedad, se ha sefialado el estado metabdlico
que no corresponde al diabético pero que tampoco se caracteriza como normal, es un estado
intermedio que se le ha nombrado como prediabetes. El consorcio SIGMA de diabetes tipo 2, con el
objetivo de caracterizar las variantes de la secuencia del gen SLC16A11 como un factor de riesgo para
diabetes. La frecuencia del gen se presentd en 30% de toda la poblacién y en 48% de los
nativoamericanos, se mostré una asociacion del gen SLC16A11 con DM2 (OR 1.29; IC 95% 1.20-
1.38; p<0.001); encontrando que las personas portadoras de este gen tienen aproximadamente un 25%
maés probabilidad de padecer diabetes y hasta 50% en aquellas que lo han heredado de ambos padres.
OBJETIVO: Cuantificar la frecuencia de tres polimorfismos del gen SLC16A11 rs117767867
(V113l1), rs13342692 (D127G) y rs75418188 (G340S) e identificar la asociacion que existe entre los
polimorfismos del gen SLC16A11 en pacientes con prediabetes y con obesidad. RESULTADOS: La
frecuencia de los polimorfismos rs117767867 (V113l) y rs13342692 (D127G) fue de 16.24%. Con el
polimorfismo rs75418188 (G340S) presentan una frecuencia del 31.4%. A pesar de que V113l y
D127G aparecen como factor de riesgo, no alcanzan diferencia estadistica. Al momento de comparar
la obesidad en hombres y mujeres por porcentaje de grasa corporal los SNP’s, no mostraron asociacion
CONCLUSIONES: La prevalencia de prediabetes fue del 26.6%, en el caso de los hombres el 27.3%
y en mujeres de 25.8% por glucosa alterada en ayunas 100-125mg/dl. Con el método de HbAlc
tuvimos una prevalencia de prediabetes del 37.8% (HbA1c 5.5% - 6.4%) en hombres el 39.1% y en
mujeres 36.2%. La prevalencia de diabetes no diagnosticada fue del 41.5% (HbAlc >6.5%) (41.3%
en hombres y 42.2% en mujeres). La frecuencia en prediabéticos del polimorfismo rs117767867
(V113l) y rs13342692 (D127G) fue del 17.39%, rs7541818 (G340S) con frecuencia del 20%. Para el
caso de las mujeres, la presencia de los polimorfismos V113l (rs117767867) y D127G (rs13342692)
se identifico como factor de riesgo para obesidad diagnosticada por grasa corporal >30% (RM 7.46).
Es decir, las mujeres con estos SNP’s tienen 7.46 veces mas riesgo de padecer obesidad diagnosticada
por grasa corporal >30%. G340S (rs7541818) no presentd asociacion con obesidad diagnosticada por
grasa corporal >30% (RM 6.41 IC g5% 0.61-314.92, p=0.07).



I. INTRODUCCION
I. 1. Diabetes
La diabetes mellitus es una alteracion del metabolismo de la glucosa debida a un déficit de produccion
de insulina 0 a una reduccion de su efecto bioldgico en el organismo. Se diagnostica clinicamente tras
la deteccion de cifras elevadas de glucemia en determinadas circunstancias (CIE10). EXxisten
diferentes tipos de diabetes; como son la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y la diabetes gestacional *.
Los diabéticos tipo 1; se caracterizan por un fallo en la produccion de insulina por el pancreas;
desarrollan la enfermedad, en general, antes de llegar a la pubertad, siendo frecuente la cetosis. La
diabetes mellitus es un factor importante de complicacion en el embarazo. Esta alteracion del
metabolismo de los carbohidratos se inicia o se reconoce por primera vez durante el embarazo, aunque
no se puede negar la posibilidad de que la alteracidn haya estado presente antes de la gestacion o de
persistir después del embarazo!. Afecta al menos a 1 de cada 25 embarazos en el mundo. Si la diabetes
gestacional no es diagnosticada y no se trata adecuadamente puede provocar que el bebé sea mayor
de lo normal y que aumente el indice de muertes de madres y nifios. Las mujeres y los bebés nacidos
corren un mayor riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 con el paso de tiempo 2.
En el tipo de diabetes tipo 2 existe produccidn de insulina, pero esta es insuficiente o el organismo es
incapaz de utilizarla adecuadamente. Aparece generalmente en adultos de mediana edad o mas tarde.
También puede aparecer en individuos jovenes, sobre todo asociadas a la obesidad. Habitualmente no
precisa tratamiento con insulina, controldndose con dieta, antidiabéticos orales y ejercicio. Solo si
estas medidas no son suficientes requerira tratamiento con insulina (CIE-10).
La prevalencia de diabetes tipo 2 a nivel mundial ha ido en aumento, particularmente en Latinoamérica
debido a las caracteristicas genéticas, sedentarismo y habitos alimenticios que, en conjunto con el
sindrome metabolico, han favorecido este aumento en la prevalencia.
I. 2. Prediabetes
En la historia natural de esta enfermedad, se ha sefialado el estado metabdlico que no corresponde al
diabético pero que tampoco se caracteriza como normal, es un estado intermedio que se le ha
nombrado como prediabetes. Algunos estudios que se han realizado con este tipo de pacientes y que
son identificados e intervenidos, muestran que es posible evitar que hasta el 58% progresen a diabetes
tipo 2 3.
I. 3. Diagndstico de prediabetes
Los métodos para la deteccion de prediabetes se basan en muestras de sangre venosa y los examenes

gue se pueden realizar son la glucosa en ayunas, glucosa plasmatica a las 2 hrs pos-carga y la
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hemoglobina glucosilada (HbALc) con los valores: glucosa en ayunas de 100 a 125 mg/dl, glucosa
post-carga de 140 a 199 mg/dl y HbAlc de 5.5% a 6.4% *. La posibilidad de diagnosticar prediabetes
basado en los criterios antes mencionados, permite detectar a pacientes con problemas iniciales; sin
embargo, como lo sugiere la OMS, debe realizarse una glucemia postcarga oral a las personas que
presenten valores de glucosa en ayunas anormal, para descartar la presencia de diabetes mellitus. Estas
estrategias son importantes en la prevencion y deteccion temprana de esta enfermedad®. Los puntos
de corte para las pruebas diagndsticas con el paso del tiempo han sido modificados, como se puede
observar en la tabla 1.

Tabla 1. Evolucion de los criterios diagnosticos para la diabetes tipo 2 y para los estados glucémicos

anormales °,

Criterio 1979y 1980 1997-1999 2003
Glucosa plasmética en ayuno
Diabetes > 140 mg/dl >126 mg/dl >126 mg/dl
Glucosa anormal en ayuno No considerado  110-125 mg/dl ~ 100-125 mg/dl
Glucosa plasmatica postcarga
Diabetes >200 mg/dl >200 mg/dl >200 mg/dl
Intolerancia a la glucosa 140-199 mg/dl  140-199 mg/dl ~ 140-199 mg/dI

Estas pruebas diagndsticas presentan cada una sus ventajas y desventajas como se muestra en la tabla
24,

Tabla 2. Ventajas y desventajas de las pruebas de diagnostico para la prediabetes *.

Parametro WENETES Desventajas
Glucosa en ayunas Estandar establecido Muestra no estable
Rapido y facil Alta variabilidad en el dia a dia
Muestra individual En ayunas
Predice complicaciones | Refleja la homeostasis de la glucosa

microvasculares

Glucosa plasmética Estandar establecido Muestra no estable

alas 2 hrs Predice complicaciones | Alta variabilidad en el dia a dia
microvasculares
En ayunas
Alto costo

11



HbAlc Se puede medir a cualquier hora | Alto Costo

del dia

Muestra individual Induce a error en diversas
condiciones médicas

Predice complicaciones | Ensayo no validado

microvasculares

Mejor predictor de | No diagnostico en diabetes tipo 1 o

enfermedades macrovasculares | mujeres embarazadas

La HbAlc es un marcador ampliamente utilizado que refleja la glucemia en un periodo de dos a tres
meses. Es muy facil de realizar en comparacion con la prueba de tolerancia a la glucosa oral. Los
niveles elevados de la HbAlc es probable que orienten hacia resistencia a la insulina, un trastorno
metabolico y dislipidemia. En un estudio con el objetivo de determinar los puntos de corte de esta
prueba y generar tres categorias: saludable, prediabetes y diabetes, utilizando como gold estandar la
glucosa en ayunas y la prueba de tolerancia a la glucosa, presentd una sensibilidad del 44% y
especificidad del 79% de la prueba de HbAlc en un punto de corte de 6.5%. Debido a esto, los autores
concluyen que si a una persona con la prueba de HbAlc se le diagnostica como saludable, prediabetes
o diabetes, es necesario confirmarlo con glucosa en ayunas o post-carga . En comparacion con otro
trabajo donde identificaron a personas con prediabetes ellos reportan a un 35% con alteracion de la
glucosa en ayunas (100-125 mg/dl), 40% de HbAlc (5.7%-6.4%); el 55% de la poblacion presentaba
prediabetes 7. Debido a lo antes mencionado es importante realizarse la prueba de tolerancia a la
glucosa o también Ilamada postcarga.

La Americann Association of Clinical Endocrinologists (AACE), utiliza los siguientes criterios para
la clasificacion de prediabetes (2011).

Tabla 3. Criterios para el diagndstico de prediabetes. 1FG: alteracién de glucosa en ayunas, IGT:

intolerancia a la glucosa y HbAlc: hemoglobina.

Criterios para el diagndstico de prediabéticos
Normal Prediabetes Diabetes
<100 mg/dl (5.5 IFG: 100-125 mg/dl > 126 mg/dl (7
Glucosa en ayunas
mmol/L) (5.5-6.9 mmol/L) mmol/L)
<140 mg/dl (7.7 | IGT: 140-199 mg/dl | >200 mg/dl (> 11
Glucosa post-carga
mmol/L) (7.8-11 mmol/L) mmol/L)
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HbA1c <5.5% 5.5% a 6.4% >6.5%

De las personas que presentan prediabetes, del 5 al 10% por afio progresaran a diabetes. Esta
enfermedad también se asocia con la resistencia a la insulina y la deficiencia de las células . EI 80%
de los prediabéticos tienen disfuncion de las células p con secrecion anormal de la insulina; estos
cambios se inician antes de que sean detectables. La resistencia a la insulina se inicia afos antes del
desarrollo de la diabetes. Para los prediabéticos, la modificacion del estilo de vida es la piedra angular
de la prevencion de la diabetes, con la evidencia de una reduccion del riesgo relativo del 40% -
70%8. Se han evaluado la eficacia de las intervenciones basado en el estilo de vida, donde se ven
favorecidos con pérdida de peso, en comparacién con el control que no recibieron ningln tipo de
intervencion se redujo hasta 5.33 kg (IC 7.33-3.34 kg) y también se redujo el valor de HbAlc del
0.38% (IC -0.67-0.09%). Se afirma que la intervencidn para la pérdida del peso es efectiva y también
se produce una disminucion en los valores de HbAlc °.

I. 4. Sobrepeso-obesidad y diabetes mellitus

Una de las razones por la cual la prevalencia de diabetes ha ido en aumento es debido a la obesidad.
El 90% de las personas con DM2 son obesos o con sobrepeso. El peso corporal esta determinado por
factores genéticos, ambientales, culturales y por el gasto energético, el cual es altamente influenciado
por el nivel de actividad o inactividad fisica de cada individuo *°. El sobrepeso y obesidad se define
como el almacenamiento de grasa que puede ser causa de riesgos para la salud, se debe determinar el
exceso de tejido adiposo y cuanto es perjudicial para la salud.

El indice de masa corporal (IMC), se calcula a partir del peso de la persona en kilogramos dividido
por el cuadrado de la talla en metros . La OMS propone la siguiente clasificacion:

Tabla 4. Clasificacion segun la OMS del estado nutricional de acuerdo al IMC.

Clasificacion | IMC (kg/m?)
Bajo peso <18.5 kg/m?
Normopeso 18.5-24.9 kg/m?
Sobrepeso 25-29.9 kg/m?

Obesidad I | 30-34.9 kg/m?
Obesidad 11 35-39.9 kg/m?
Obesidad 11l | >40 kg/m?
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Para conocer la distribucion del tejido adiposo, se evalta con el indice de cintura cadera (ICC), el cual
se obtiene dividiendo el valor de la circunferencia de la cintura en centimetro entre la circunferencia
de la cadera. Este pardmetro también permite estimar si existe algun riesgo para la salud dependiendo
de los valores obtenidos, si el ICC en hombres es de 0.90-0.95 el riesgo es moderado y si es mayor de
0.95 el riesgo es alto. Para el caso de las mujeres el riesgo es moderado de 0.80-0.85 y si es mayor de
0.85 el riesgo para la salud es alto. Si la circunferencia de cadera en los hombres es mayor de 94 cm
y en mujeres mayor o igual a 80 cm, ambos presentan riesgo de desarrollar complicaciones
metabolicas. Existen otros métodos como son la medicién de la composicion corporal que puede ser
utilizada en el area médica como herramienta para la comprension nutricional y para estudios
epidemioldgicos 2. Como es el caso del andlisis de bioimpedancia eléctrica, es un método utilizado
para la medicion de la composicion corporal. Tiene como fundamento la oposicion del paso de
corriente a traves del cuerpo. La masa libre de grasa tiene mayor parte de fluidos y electrolitos
corporales, lo que favorece el paso de corriente eléctrica, al contrario de lo que pasa con la masa grasa
que genera resistencia al paso de corriente. Por lo tanto, la impedancia es inversamente proporcional
al contenido de agua y de masa libre de grasa. El aparato utiliza un software de predicciones ajustadas
a la edad y al sexo. Es un método muy utilizado debido a que es econdmico, rapido y no es invasivo
13,14 Segun la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO), en funcion del porcentaje
de grasa corporal, las personas que presenten sobrepeso son aquellos con porcentaje de grasa mayor
del 25% en hombres y > 33% en mujeres (Tabla 5), los valores normales en hombres van del 12 al

20% y en mujeres del 20 al 30% de grasa total °.

Tabla 5. Porcentaje de grasa corporal en hombres y mujeres *°.

Hombres Mujeres

Normopeso 12-20% 20-30%

Limite 21-25% 31-33%
>25% >33%

El aumento en el tejido adiposo se asocia con la resistencia a la insulina, con una deficiencia en la
secrecion de insulina que, junto con la hiperglucemia, son los principales rasgos de la diabetes. Un
factor en el aumento de resistencia a la insulina (IR) es la obesidad abdominal visceral 6.

Los métodos para la identificacion de la resistencia a la insulina son el CLAMP euglucémico-
insulinémico y el indice HOMA; siendo este Gltimo el més utilizado. En una investigacion del IMSS

en Morelia Michoacén, estudiando a personas en edades de 20 a 60 afios; encontraron que las personas
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con RI (HOMA >2.5 segun lo notificado para la poblacion mexicana) presentaban mayor porcentaje
de grasa corporal. Del total de personas el 41.5% presentaba RI. Los valores de presion arterial
sistolica y diastolica, glucosa, insulina, triglicéridos, LDL, peso, IMC, circunferencia abdominal y
porcentaje de grasa corporal son significativamente mayores en el grupo con RI (p<0.05) *’. Los
valores de insulina aumentan de manera proporcional con el grado de obesidad. El riesgo de
desarrollar diabetes es hasta dos veces mayor cuando el IMC es de 30-33 kg/m?y hasta 10 veces mas
con IMC > 40 kg/m?2. No solo los valores de insulina y glucosa son aumentados en los casos de
obesidad sino también los niveles de triglicéridos 8. También se considera a la hipertrigliceridemia
como fuente en trastornos metaboélicos de la glucosa *°.

I. 5. Prevalencia de diabetes y prediabetes

Se han realizado diferentes estudios con la finalidad de conocer la prevalencia de diabetes o
prediabetes; que reportan cifras muy semejantes, aunque en ocasiones son resultados muy distintos
dependiendo del tipo de poblacion (edad, con obesidad, Etc.) o el método diagndstico para diabetes y
prediabetes como se puede notar a continuacion.

En la poblacién de Asturias a partir de 1,014 individuos el 17.6% presento prediabetes y 7.8% DM no
diagnosticada previamente. Con respecto al grupo control con normoglucemia, el riesgo relativo (RR)
de mortalidad con prediabetes fue de 1.6 (IC 95%, 0.7-4), con DM ignorada RR= 2.7 (IC 95%, 1.1-
6.3) y con DM conocida 2.5 (IC 95%, 1-6.3) %°.

En el Pueblo Nuevo Acambay, Estado de México se mostraron cifras mayores en cuanto a la
prevalencia de prediabetes; fue del 24.8% siendo mas frecuente en las mujeres. En la Tabla 6 se
muestra la prevalencia por grupos de edad con un porcentaje mayor en el grupo de edad 70 y mas

anos.

Tabla 6. Prevalencia de prediabéticos por grupos de edad 2L,

Grupos de edad | Prevalencia prediabetes
30-39 afios 0.4%
40-49 afios 1.2%
50-59 afios 3.4%
60-69 afnos 3%
70 y mas 3.6%

En un estudio realizado en Durango, México con 791 personas encontraron una prevalencia con algun

trastorno metabolico de glucosa del 43.1% como se puede observar en la tabla 7.
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Tabla 7. Diagnostico de trastorno metabolico de glucosa en mujeres y hombres de 30 a 50 afios de

edad *°,
Personas @ Porcentaje Trastorno metabolico
173 21.9% Glucosa en ayunas alterada
97 12.3% Intolerancia a la glucosa
125 15.8% Glucosa en ayunas alterada e Intolerancia a la glucosa
55 7% Nuevo diagnostico de diabetes
341 56.9% Sano

Prevalencia de prediabetes muy parecida a lo encontrado por Serrano et al., 2013 22, quién a partir de
2,022 participantes de centros de atencidn primaria en Espafia encontraron que 1,184 pacientes eran
prediabéticos, el 21.5% present6 glucemia de 100-125 mg/dl, HbAlc de 5.7-6.4% el 26.7% y el 51.9%
presentd ambas alteraciones. Al comparar el grupo de prediabéticos y el grupo sin alteracion en el
metabolismo de la glucosa, se presentaron incrementos significativos en hipertension (p<0.001) y
dislipidemia (p<0.001) a favor de los prediabéticos. En el grupo de los prediabéticos el 44% era obeso
y en grupo sin prediabetes el 25.3% era obeso (p<0.001) 2. Datos muy similares se encontraron en la
clinica “Gustavo A. Madero” ISSSTE en México, en 123 pacientes de 20 a 64 afios de consulta
externa, donde la frecuencia de prediabetes fue de 43.8%. En la poblacion de prediabéticos el 26.5%
presentaban un IMC <25, 34.9% con sobrepeso y 65.2% con obesidad . Mufioz et al., 2013 evaluaron
a 3,559 estudiantes de nuevo ingreso a la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco en edades de 18-
21 afios clasificados por sus valores de glucosa en ayunas pero no encontraron asociacion con el IMC.
En comparacion con los datos antes mencionados en 10,154 aspirantes a la Universidad Autonoma de
San Luis Potosi; la prevalencia de prediabetes en edad de 16 a 39 afios fue de 4.2% (glucosa en ayuno
entre 100-125 mg/dl) y el 95.8% eran sanos; encontrandose mayor prevalencia en hombres (p<0.001).
El 21.4% presentd sobrepeso, de los cuales el 1.1% fueron prediabéticos 24,

Los estudios basados en la progresion de diabetes desde un estado prediabéticos son muy relevantes;
aun mas, integrando factores asociados a estas enfermedades. Después de 10 afios de seguimiento en
una cohorte prediabética de la Ciudad de Barcelona, la mitad de la poblacion normalizo sus valores
de glucemia y el 28.7% progreso a DM. Del total de la poblacion el 42.6% tenian un IMC >30 kg/m?.
La obesidad se asocié con un mayor riesgo de DM (OR 2.02; 1Cos0 1.01-4,02) 2°.

En México, la prevalencia de DM2 ajustada por la edad es de 8.2%. De las personas con prediabetes,

aproximadamente el 25% progresaran a DM2 en 3 a 5 afios. En un estudio europeo mostré una
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incidencia de 6% anual de prediabetes y en un grupo multicéntrico estadounidense se observo
incidencia del 11%. A partir de un estudio observacional, longitudinal y prospectivo de 6 afios de
seguimiento en poblacién mexicana, se encontr6 que de 656 individuos el 33.1% desarrollaron
prediabetes; tanto la edad y el IMC mostraron diferencias significativas, siendo ambas mayores en el
grupo de los prediabéticos al compararlos con el grupo control sin prediabetes (p<0.001, p<0.001,
respectivamente). Al final del seguimiento la incidencia de DM2 total fue de 2.4 por cada 100
pacientes/afio, la incidencia en prediabéticos fue de 5.9 pacientes/afio. Los autores concluyen que es
importante identificar e intervenir al grupo de prediabéticos, principalmente con cambios en el estilo
de vida o incluso con farmacos 2°.

I. 6. Genes asociados a diabetes y prediabetes

Hasta la fecha, se han realizado estudios donde incluyen genes de riesgo asociados a diabetes mellitus
tipo 2 como: CAPN10 (OR 3.02; ICgs% 1.37-6.64) 2/, CDKAL1 (OR 1.164; ICgs0 1.010-1.342
p=0.0363 26, HHEX (OR 1.243; ICgs0 1.063-1.453 p=0.0064 %, 1GF2BP2 (OR 1.368; ICgs0; 1.169-
1.600 p=0.00009 2, KCNJ11 (OR 1.16; ICes0 1.06-1.27 p=0.001) %, PPARG (OR 0.78; 1Cgs% 0.59,
1.05 p=0.045 *°, SLC30A8 (OR 1.225; 1Cgs% 1.056-1.420 p=0.0073) 28, TCF7L2 (OR 1.50; ICgs9% 1.31,
1.71 3, La enfermedad de diabetes tipo 2 suele ser mas frecuente en estadounidenses de ascendencia
afroamericana o nativos, que en norteamericanos de origen europeo (de dos a cinco veces mayor);
esta diferencia epidemioldgica aun se desconoce si pudiera atribuirse a factores genéticos o
ambientales. Con la ayuda de polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP) que son utilizados como
marcadores, es posible conocer informacion sobre la ascendencia 2.

Se han analizado diferentes genes involucrados en el metabolismo de la glucosa como es el caso de
HMGAL (rs146052672), que es un regulador clave en el receptor de la insulina. Para determinar el
grado de asociacion de este gen con DM2 y sindrome metabolico, en una cohorte Italiana se estudiaron
a 1,125 individuos. La frecuencia de la variante se encontr6 en un 42.2% en el grupo de los diabéticos
en comparacion con el 35.5% en los no diabéticos. Las personas portadoras del gen mostraron un
grado de asociacion con DM de OR 1.44 (ICes5%: 1.09-1.9 p=0.01). En relacion al IMC, el gen mostrd
una asociacion positiva con el aumento del IMC (p=0.045) en el grupo de los diabéticos 3.

Las calpainas o proteasas neutras activadas por calcio, son proteasas de cisteina intracelulares,
implicadas en la homeostasis de la glucosa. Por lo tanto si existe un SNP (polimorfismo de un solo
nucleotido) en CAPN10 podria estar implicado en la DM2. En un estudio participaron 1,159

afroamericanos como control y 269 casos de diabetes. Después del seguimiento de 9 afios el 15%
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desarrollo DM2. Si el SNP se presentaba de manera homocigota (G/G) se encontré un valor de
asociacion de OR 1.4 de presentar DM2 (ICgs0, 1-1.99) 34,

También se han analizado polimorfismos en busca de asociaciones con prediabetes y obesidad; como
es el caso de polimorfismos del locus en el gen KCNQ1 (codifica para un canal de potasio dependiente
de voltaje) estos polimorfismos pueden alterar las funciones del canal y presentar asociacion con la
resistencia a la insulina debido a la disminucién en funcidon de las células B y algunas otras
caracteristicas relacionadas con DMT2, esto en poblacién del este de Asia y Europa, causando asi la
disminucion de la funcion de las células B y de la produccion de la insulina en el pancreas, generando
hiperglucemia . En poblacion Alemana se analizé el gen THADA como candidato asociado con
obesidad y resistencia a la insulina; en una cohorte de 1,578 individuos el 10.4% presentaron glucosa
alterada en ayunas, 7.5% intolerancia a la glucosa y el 7.8% ambas, rs7578597 mostr6 asociacion
positiva con aumento en el IMC, mayor % de grasa corporal y mayor circunferencia de cintura °.
Una de las primeras sefiales de un estado prediabéticos es la resistencia a la insulina. Debido a esto
MAP4K4 que estd implicada en la sefializacion inflamatoria, podria ser un medidor de resistencia a
la insulina celular en un estado prediabético. Para comprobar esta hip6tesis se trabajé con 1,769
Europeos, de los cuales el 30% presentd prediabetes (100-125 mg/ml) Se identificaron 14 SNP’s de
los cuales rs6543087, rs17801985, rs1003376 presentaron asociacion con alteracion de glucosa en
ayunas (p<0.05) y asociacion con intolerancia a la glucosa rs11674694, rs11678405 (p<0.002) ¥.

En poblaciéon China se buscd una asociacion en variantes de genes PERK, JNK, BIP y XBP1 con
prediabetes. De 1,448 individuos, 828 (57.2%) presentaron prediabetes. EI SNP rs867529 en PERK
mostro una asociacién con prediabetes de OR 1.29 (IC 95%, 1.01-1.6) (p=0.03), rs6750998 con
resistencia a la insulina (p=0.019) y rs17037621 con el aumento de IMC (p=0.04). La variante de BIP
rs10986663 mostro asociacion negativa OR 0.69 (ICose 0.53-0.97) (p=0.007). JNK rs2076341 se
asocio con los valores de glucosa en ayunas (p=0.006) e indice de cintura-cadera (p=0.019). El gen
XBP1 rs2239815 se asocio6 con los valores altos de glucosa post-carga (p=0.048) 8.

Debido a la necesidad de investigar la asociacion de diversos genes de riesgo para diabetes tipo 2 en
prediabéticos, se realizo un estudio transversal en 129 hombres y 157 mujeres en el norte de Alemania;
se analizaron 3 SNP’s (rs972283 KLF14, rs5945326 en DUSP9 y rs13266636 en SLC30A8). Las
personas eran entre 18 y 65 afios de edad, las mujeres presentaron una elevada circunferencia de la
cintura, los participantes con prediabetes tenian un mayor IMC y un mayor HOMA-IR en comparacion
con los normoglucémicos; también los niveles de triglicéridos y la tasa de hipertension fueron

significativamente mayores (p<0.001). Del 5 al 10% de los pacientes prediabéticos no tratados
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desarrollaran diabetes cada afio. Se necesitan hacer méas investigaciones sobre genes que estén
implicados en estado prediabético. En este trabajo en promedio cada SNP aumentd las probabilidades
de prediabetes en un 57%. Estos 3 SNP’s (rs972283 en KLF14, rs5945326 en DUSP9 y rs13266636
en SLC30A8) se asociaron positivamente con prediabetes *°.

Existen datos que nos informan la asociacion entre ciertos genes con la obesidad, se analizaron dos
SNP, uno en el gen FTO (rs9939609) y el otro en el gen receptor adrenérgico B2 (ADRB?2,
rs1042714), se incluyeron 75 mujeres premenopausicas con una intervencion de pérdida de peso en
un periodo de 3 meses y un mantenimiento de peso de 9 meses. Las frecuencias del alelo A FTO era
del 0.45 y de ADRB2 fue de 0.46. Al comparar el grupo de genotipo TT con el grupo de AA, los
homocigotos AA presentaban un IMC y grasa corporal total mayor (p=0.031 y p=0.034,
respectivamente). Los polimorfismos de los dos genes no se asociaron con la reduccion o aumento de
peso durante el periodo de seguimiento 4°,

En otra investigacion con mujeres; se buscd la relacion del polimorfismo rs2235306 en apelina con el
sindrome metabdlico en mujeres Egipcias, se compararon 100 mujeres sin sindrome metabdlico y 100
mujeres con sindrome metabdlico. Los datos mostraron que los valores del IMC, circunferencia de la
cintura, presion sistdlica y presion diastolica eran mayores en el grupo de los prediabéticos (p<0.001).
Los valores de triglicéridos, colesterol total y LDL mayores en prediabéticos y con valores de HDL
menores. La frecuencia genotipica de rs2235306 apelina en personas con sindrome metabdlico fue de
0.53 (p=0.46) e individuos control de 0.23 (p=0.13). En conclusion la variante no se asocié con un
estado de sindrome metabdlico L.

Desde el punto de vista metabdlico los genes PPARGC1A y PPARGCL1B codifican a coactivadores
transcripcionales que regulan diversos procesos metabdlicos, como son: la sefializacion de la insulina,
la adipogénesis y la glucogénesis hepatica. Sin embargo, su expresion se ve afectada por el estrées
metabolico y el aumento de lipidos. De un total de 1,859 pruebas realizadas, la variante en
PPARGCI1A esta fuertemente asociada con valores de triglicéridos elevados (p=2.9x107%), mayor
IMC (p=2x107) y mayor adiposidad visceral (p=1.9x10") %2,

. 7. Gen SLC16A11

El gen SLC16A11 es miembro 11 de la familia 16 de transportadores de &cido monocarboxilico con
ubicacién en el cromosoma 17p13.1 y esta formado por 2,784 pares de bases (pb). Este gen codifica
para una proteina con un tamafo de 471 aminoacidos, probablemente permita la transferencia de

acidos carboxilicos de un lado a otro de la membrana plasmatica y se localiza en la membrana del
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reticulo endoplasmico en higado, glandulas salivales y tiroides; posiblemente esté involucrado en el
metabolismo de los lipidos (PubMed) (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/?term=162515).

El consorcio SIGMA de diabetes tipo 2, con el objetivo de caracterizar las variantes de la secuencia
del gen SLC16A11 como un factor de riesgo para diabetes, analizaron muestras de 9.2 millones de
polimorfismo de un solo nucledtido en 8,214 mexicanos y latinoamericanos: 3,848 personas con
diabetes tipo 2 y 4,366 personas como controles no diabéticos, todos bajo criterios de la ADA
Asociacion Americana de Diabetes controles con valores de glucosa en ayuno menor de 100 mg/dl y
personas diabéticas con valores mayor a 125 mg/dl). La frecuencia del gen se presentd en 30% de toda
la poblacion y en 48% de los nativoamericanos, se mostrd una asociacion del gen SLC16A11 con
DM2 (OR 1.29; IC 95% 1.20-1.38; p<0.001); encontrando que las personas portadoras de este gen
tienen aproximadamente un 25% mas probabilidad de padecer diabetes y hasta 50% en aquellas que

lo han heredado de ambos padres 3.

20



Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La Organizacion Mundial de la Salud en el 2012 estimd que a nivel mundial hay méas de 347 millones
de personas con diabetes, de los cuales el 90% representa a la diabetes tipo 2. Debido a la alta
incidencia de diabetes sumada con obesidad es importante la identificacion de las personas en un
estado prediabético, ya que en muchas ocasiones se presentan diversas complicaciones por causa de
un diagnostico tardio de diabetes. Desde un estado prediabético se pueden hacer cambios en el estilo
de vida que ayuden en el retraso y/o la aparicion de DM2. Los estudios de polimorfismos en genes,
han demostrado en ocasiones asociacion con diversas enfermedades. En el gen SLC16Al1, se
encuentran polimorfismos rs117767867 (V113l), rs13342692 (D127G) y rs7541818 (G340S) que son
un factor de riesgo para diabetes tipo 2. Es importante conocer si estas variantes se asocian con un
estado prediabético, debido a la importancia que tiene para el desarrollo de diabetes y donde

posiblemente también este asociado con la obesidad.

11.1. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Las preguntas de investigacion para este trabajo fueron las siguientes:

¢Cual es la frecuencia de los polimorfismos del gen SLC16A11 en prediabéticos?

¢Cual es la frecuencia de los polimorfismos del gen SLC16A11 en personas sin prediabetes?

¢Cudl es la asociacién que existe entre los polimorfismos del gen SLC16A11 y la prediabetes
diagnosticada por glucosa basal en ayunas?

¢Cual es la asociacién que existe entre los polimorfismos del gen SLC16A11 y la obesidad

diagnosticada mediante el porcentaje de grasa corporal?
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1. OBJETIVOS

I11. 1. General
Cuantificar la frecuencia de tres polimorfismos del gen SLC16A11 rs117767867 (V1131), rs13342692

(D127G) y rs75418188 (G340S) e identificar la asociacion que existe entre los polimorfismos del gen
SLC16A11 en pacientes con prediabetes y con obesidad.

I11. 2. Particulares
e Identificar la frecuencia de los polimorfismos del gen SLC16A11 en personas prediabéticas.

e Identificar la frecuencia de los polimorfismos del gen SLC16A11 en personas sin prediabetes.
e Evaluar la asociacion entre los polimorfismos del gen SLC16A11 y prediabetes
e Evaluar la asociacion entre los polimorfismos del gen SLC16A11 y la obesidad evaluada por

porcentaje de grasa corporal.
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IV. HIPOTESIS
La frecuencia de los polimorfismos en el gen SLC16A11 en personas diabéticas fue del 48%,
mostrando una asociacion con DM2 (OR 1.29; IC 95% 1.20-1.38; p<0.001). Posiblemente esté
involucrado en la transferencia de acidos carboxilicos de un lado a otro de la membrana plasmatica.
Las personas diabéticas portadoras de estos polimorfismos presentan un menor IMC en comparacion
con los no portadores (p=5.2 x10™%).
Debido a lo antes mencionado se formularon las siguientes hipotesis:
eLa frecuencia de los polimorfismos del gen SLC16A11 serd& menor del 48% en la poblacion
prediabéticas.
e La frecuencia de los polimorfismos del gen SLC16A11 en personas no prediabéticas sera menor que
en personas prediabéticas.
e Se observard una asociacion positiva entre los polimorfismos del gen SLC16A11 y prediabetes
diagnosticada por glucosa basal en ayunas.
e Se observara una asociacion positiva entre los polimorfismos del gen y la obesidad diagnosticada

por el porcentaje de grasa corporal.
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V. MATERIAL Y METODOS
V. 1. Estudio
El disefio para este estudio fue de tipo transversal, observacional y analitico; donde se identificaron
dos grupos, con y sin prediabetes buscando asociacion con los polimorfismos del gen SLC16A11
rs117767867, rs13342692 y rs75418188.
V. 1. 2. Poblacion de estudio
El tipo de muestreo fue no probabilistico por conveniencia, por el facil acceso a personas participantes
como candidatos a donador en el Banco de Sangre del Centro Estatal de Transfusion Sanguinea y
alumnos de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, entre abril
y junio del 2014. A todas las personas se les hizo la invitacion de participar en el proyecto con previo
consentimiento informado (Anexo Carta de consentimiento informado)
V. 2. Criterios de seleccion
V. 2. 1. Criterios de inclusion
Se tomaron los siguientes criterios para los participantes que decidieran ingresar al protocolo:
Adultos no diabéticos
De cualquier género.
Edad de 18 a 64 afios
De cualquier condicidn socioecondémica, escolaridad y ocupacion
Ayuno minimo de 6 horas
V. 2. 2. Criterios de no inclusién
Mujeres embarazadas, amamantando o menstruando
Pacientes con enfermedad renal cronica, insuficiencia hepatica, hepatitis, paludismo, fiebre reumatica
0 de transmision sexual.
Haber ingerido bebidas alcohdlicas en las Ultimas 72 hrs.
V. 3. Variables
Las variables que se tomaron en cuenta fueron:
e Glucosaen ayunas: valores de glucosa en suero después de un ayuno de 8 horas a 12 horas, medida
a través de glucosa oxidasa en unidades mg/dl.
e Hemoglobina glucosilada (HbALc): es el producto de la union entre hemoglobina y la glucosa
sanguinea. Es la concentracion de glucosa en sangre promedio del organismo durante 2-3 meses

anteriores al andlisis. Equipo Labona Check HbAlc.
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e Indice de Masa Corporal (IMC): Criterio diagndstico que se obtiene dividiendo el peso en
kilogramos, entre la talla en metros elevada al cuadrado (NOM-008-SSA3-2010).
e Estado nutricional: El sobrepeso y obesidad se define como el almacenamiento de grasa que

puede ser causa de riesgos para la salud, se debe determinar el exceso de tejido adiposo. Se
categoriza al sobrepeso con IMC >25 kg/mz, la obesidad grado I es con IMC 30-34 kg/mz, el grado
IT con IMC 35-39.9 kg/m2 y el grado III con IMC mayor a 40 kg/mz.

e Obesidad por porcentaje de grasa corporal: Porcentaje de grasa corporal total reportado por
bioimpedancia eléctrica, equipo Tanita modelo BC-568 de cada uno de los participantes. Obesidad
en Hombre >20% y obesidad en mujeres >30%.

e Polimorfismos de un solo nucleodtido identificados por enzimas de restriccion: Hinll para
rs117767867 (V113l), Bsp143l para rs13342692 (D127G) y Kfll para rs75418188 (G340S).

V. 4. Descripcion de métodos diagndstico

V. 4.1 Tomay procesamiento de muestra

A las personas que acudieron al banco de Sangre del CETS como candidato a donador y a los alumnos

de la facultad de medicina de la UAEM, se les hizo la invitacion para participar en el proyecto y se

les explico en que consiste el protocolo. Si decidia participar, se procedid a la firma de la carta de
consentimiento informado (Anexo Carta de consentimiento informado). Se les tomo la muestra de
sangre periférica de acuerdo a las guias para las buenas practicas de laboratorio. Con el sistema al
vacio Vacutainer, se tomaron 10 ml de sangre periférica en un tubo sin anticoagulante y 5 ml en un
tubo con anticoagulante. En microtubos etiquetados con cddigo o folio correspondiente con fin de
garantizar la confidencialidad e identidad de los participantes; se realizaron 10 alicuotas; del tubo con
suero se realizaron las alicuotas del 1 al 5 y del tubo con anticoagulante del 6 al 8 contenian plasma,
la alicuota 9 con sangre total para la determinacion de HbAlc y la 10 leucocitos. Para ello se
centrifugaron a 3000 rpm por 5 min. Con el remanente se realizaron las alicuotas y la fraccion celular.

V. 4. 1. 2. Conservacion de muestras biologicas

Las alicuotas se mantuvieron a -80°C para posteriormente realizar las pruebas bioquimicas y

extraccion de DNA.

V. 4. 2. Somatometria

A cada persona se le tomaron los siguientes datos:

» Talla: con el estadimetro-bascula BAME (mod. D.G.N. 2412 cap. 140 kg), la medicion se realizo

sin zapatos.
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» Circunferencia de Cintura: para realizar esta medicion se utilizé con la cinta métrica Lufkin®
Executive Thinline W606PM.
» Circunferencia de cadera: para realizar esta medicion se utilizé con la cinta métrica Lufkin®
Executive Thinline W606PM.

» Peso y composicion corporal: se utilizé un monitor corporal Tanita (modelo BC-568).
Todos los datos obtenidos se registraron en la hoja de “Registro de datos clinicos, bioquimicos y de
somatometria” fecha, nombre y firma del personal que realiza el procedimiento (Anexo registro de
datos clinicos, bioquimicos y de somatometria).
V. 4. 3. Tension arterial
Se utiliz6 el Monitor IntelliSense de Uso Profesional HEM-907XL (OMRON). Los valores obtenidos
se reportaron en el formato “Registro de datos clinicos, bioquimicos y de somatometria”, registrando
con nameros arabigos y legibles los valores obtenidos, fecha, nombre y firma del personal que realiza
el procedimiento.
V. 4. 4. Glucosa
La cuantificacion de glucosa se realiz6 con el medidor de glucosa StatStrip Xpress, en el Centro
Estatal de la Transfusion Sanguinea (CETS) y en el Laboratorio de Medicina Transfusional de la
Facultad de Medicina, UAEM. El resultado se anotd en la hoja de “Registro de datos clinicos,
bioquimicos y de somatometria” fecha, nombre y firma del personal que realiza el procedimiento.
V. 4. 5. Colesterol, triglicéridos e insulina
El andlisis de las muestras para colesterol total, HDL, LDL vy triglicéridos se realiz6 en el Laboratorio
de Anélisis Clinicos del Centro Médico de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, con el
analizador Roche-Hitachi 912. Se utilizé una alicuota de suero de cada participante para las cuatro
pruebas.
Para la determinacién de la Insulina, se utilizé el equipo cobas 6000 Roche del Hospital Regional
“Centenario de la Revolucion Mexicana” ISSSTE. Los resultados se anotaron en la hoja de “Registro
de datos clinicos, bioquimicos y de somatometria”.
V. 4. 6. Determinacion de HbAlc
Se utiliz6 el analizador Labona Check HbAlc dispositivo de diagnéstico In vitro para medir la
hemoglobina Alc a partir de muestras de sangre. Este método se realiz6 en el Laboratorio de Medicina
Transfusional de la Facultad de Medicina, UAEM. Todos los resultados se anotaron en la hoja de
“Registro de datos clinicos, bioquimicos y de somatometria” fecha, nombre y firma del personal que

realiza el procedimiento.
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V. 5. Procedimientos de biologia molecular

V. 5. 1. Disefio de oligonucledtidos

La secuencia del gen SLC16A11 se obtuvo en la pagina de National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (Gene ID: 162515); a partir de la secuencia del gen, se ubicaron los
polimorfismos y se disefiaron oligonucledtidos para amplificar fragmentos aproximados de 500 pb.
Debido a la distancia entre los polimorfismos, con un par de oligonucledtidos incluye rs117767867,
rs13342692 y con otro par de oligonucleétidos rs75418188. Se utilizo el programa de PerlPrimer
considerando que no formaran dimeros de primers y/o estructuras secundarias (Anexo Metodologia
complementaria). Para evitar la hibridacién de los oligonucle6tidos disefiados anteriormente en otras
secuencias, se realiz6 un andlisis con el programa BLAST.

V. 5. 2. Sintesis de oligonucleétidos

Una vez confirmada la secuencia de los oligonucle6tidos, se mandaron a sintetizar a la Unidad de
sintesis quimica del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México
(Anexo Metodologia complementaria).

V. 5. 3. Estandarizacion de las condiciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

Una vez sintetizados los oligonucle6tidos se realizaron pruebas de PCR para evaluar la eficacia de
amplificacion por medio de la intensidad de las bandas en el gel de agarosa. Se evaluaron diferentes
concentraciones de MgCl> (0.5-4.0 mM) a temperaturas diferentes de 54°C a 72°C.

En la siguiente Tabla 8 se muestran las cantidades de reactivo para 13 tubos con 10 pl (12 temperaturas
y uno de sobra).

Tabla 8 Concentraciones de MgCl, para PCR

Concentracion | Volumen Ho | MgCl. | dNTPs | Oligo Oligo Buffer Taq DNA
MgCl: sen (1) | antisen (2) | MgCl2 Pol
0.5 100 98 2.1 2.6 2.6 2.6 13 1.3 7.8
1 100 95.8 4.3 2.6 2.6 2.6 13 1.3 7.8
1.5 100 93.6 6.5 2.6 2.6 2.6 13 1.3 7.8
2 100 91.5 8.6 2.6 2.6 2.6 13 1.3 7.8
25 100 89.3 10.8 2.6 2.6 2.6 13 1.3 7.8
3 100 87.1 13 2.6 2.6 2.6 13 1.3 7.8
3.5 100 85 15.1 2.6 2.6 2.6 13 1.3 7.8
4 100 82.8 17.3 2.6 2.6 2.6 13 1.3 7.8

Se utilizé el termociclador de gradiente Labnet MultiGene™ Gradient PCR Thermal Cycler TC9600-
G-230V (Anexo Metodologia).
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V. 5. 4. Purificacion de ADN

Para la purificacion del material genético, se utiliz6 Chemagic DNA Blood100 kit “Perkin Elmer”,
para purificacion a partir de 100 pl de sangre (Anexo Metodologia complementaria).

V. 5. 5. Gel de agarosa

Se prepar0 gel de agarosa al 2% en un volumen de 250 ml para ser colocado en la camara de
electroforesis con 168 pozos. Una vez disuelta la agarosa se afiadio bromuro de etidio a una
concentracion de 1Img/ml (Anexo Metodologia complementaria complementaria).

V. 5. 6. Electroforesis en gel de agarosa

El gel de agarosa se coloco en el interior de la camara de electroforesis marca Thermo Scientific Owl
A2 horizontal. Se program¢é a una hora 10 min a 180 volts. Pasado el tiempo se visualiza el gel en el
transiluminador de luz ultravioleta (BioDoc-it ® 220 Imaging System, UVP ® LLC).

V.5.7. PCR para cada par de oligonucledtidos.

Con el par de oligonucleétidos LMTE_ HUmMMCT11 1y LMTE_HumMCT11 2 se buscaron las
variantes V1131 (rs117767867) y D127G (rs13342692); la PCR consta de las siguientes condiciones:
etapa inicial de desnaturalizacién de 94°C por 5 min; posteriormente 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 30 segundos, 67.1°C 30 segundos para el alineamiento, 72°C 30 segundos para la extension.
Con un ciclo final a 72°C por 10 minutos. Se utilizo el termociclador Labnet MultiGene™ Gradient
PCR Thermal Cycler TC9600-G-230V. Se prepara un volumen final de 40 pl, de los cuales se utilizan
9 ul para realizar la electroforesis para confirmar la amplificacion de la muestra, 10 pl para la digestion
enzimatica con Hinll y 10 pl para la enzima Bsp143l.

Para la variante G340S (rs75418188) se utilizaron los oligonucleétidos LMTE_HumMCT11 5y
LMTE_HumMCT11 6 y las condiciones para la PCR fueron las siguientes: etapa inicial de
desnaturalizacion de 94°C por 5 min; posteriormente 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, 55.1°C 30 segundos para el alineamiento, 72°C 30 segundos para la extension. Con una
extension final a 72°C por 10 minutos. Se utilizo el termociclador Labnet MultiGene™ Gradient PCR
Thermal Cycler TC9600-G-230V. Se prepara un volumen final de 30 pl, de los cuales se utilizan 9 pl
para realizar la electroforesis, 10 pl para la digestion enzimatica con Kfll.

V. 5. 8. Digestion enzimatica.

Se utilizaron tres enzimas de restriccion para la identificacion de los polimorfismos, para V113l
(rs117767867) se utilizd Hinll con un tiempo de incubacion a 37°C por 2hrs; para D127G
(rs13342692) la enzima Bsp1431 con incubacion por 1hry 30 min a 37°C y para G340S (rs75418188)
la enzima Kfll con incubacion a 37°C por 2 hrs.
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Si se presenta corte con la enzima, significa que la persona no presenta el polimorfismo y si no se
observa corte con la enzima, significa que la persona presenta el polimorfismo; de la misma manera
serd para todas las enzimas de restriccion. Se disefid de esta manera debido a que no se encontraban
enzimas de restriccion que realizaran corte en la ubicacion del polimorfismo en la secuencia del gen
SLC16A11.

V. 6. Anélisis estadistico

El tamafio de muestra fue calculado con la siguiente férmula:

DATOS [ VALORES
Zao: 1.96 2
P: 0.16 L, -pq
1-p: 0.84 n=—_—
i 0.05 l

n: 206

Para saber cual era la frecuencia de los polimorfismos, se trabajaron con 100 muestras y a partir de
estos resultados se calculd el tamafio de muestra necesario para el proyecto. La frecuencia de
polimorfismos en estas 100 primeras muestras fue de 16%.

Para el analisis de los datos se utilizé el programa STATA 9.0. El andlisis comparativo de las variables
continuas se realizé con la prueba t de Student, para comparar las variables cualitativas y para el
analisis de asociacion se emple6 la prueba de Chi2. El nivel de significancia considerado fue p<0.05.
La identificacion de las asociaciones entre los polimorfismos con prediabetes y los polimorfismos con
obesidad (mediante % de grasa corporal), se emple6 la razon de momios con intervalos de confianza
al 95% (ICos0).
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VI. RESULTADOS

V1. 1. Descripcion de la poblacion en estudio

VI. 1. 1. Bioquimicos, antropometricos y sociodemograficos

En este estudio se incluyeron a 310 personas, de los cuales 255 cumplieron con los criterios de
seleccion. El promedio de edad fue de 31.61 afios con una DE de 11.04 y rango de 18 a 71 afios. De
los anteriores, se incluyeron 187 sujetos sin alteracion en las cifras de glucosa basal en ayuno (glucosa
<100 mg/dL), que se consideran como integrantes del grupo no prediabético, y 68 sujetos con
alteracion de la glucosa en ayuno o prediabéticos (100 a 125 mg/dL).

La Tabla 9 compara las variables antropométricas en los dos grupos de estudio. La mayoria de las
variables estudiadas mostraron diferencias significativas a favor del grupo de sujetos con alteracion

de la glucosa en ayuno (p < 0.03), excepto en la talla y perimetro de cadera (p > 0.06).

Tabla 9. Comparacion de las variables antropométricas entre no prediabéticos y prediabéticos (glucosa

en ayuno 100 a 125 mg/dL). Los valores corresponden a medias (m) y desviacién estandar (DE).

Variable No prediabéticos (n=187) Prediabéticos (n=68) t student
m DE m DE p
Peso (kg) 68.88 13.50 72.37 12.72 0.03
Talla (m) 1.61 0.09 1.60 0.07 0.16
IMC (kg/m?) 26.20 4.28 28.18 4.57 0.0008
P. Cin. (cm) 88.95 11.14 92.94 11.47 0.006
P. Cad (cm) 97.53 8.04 99.25 8.51 0.06
I.C.C. 0.91 0.07 0.93 0.08 0.008
Grasa Corp. (%) 26.94 8.44 29.03 7.93 0.03
G.V. (%) 5.72 3.68 7.45 3.83 0.0006

P. Cin.: Perimetro de cintura; P. Cad.: Perimetro de cadera; I.C.C.: Indice cintura-cadera; Grasa Corp.: Porcentaje de grasa
corporal; G.V.: Porcentaje de grasa visceral.

En la tabla 10 se comparan las variables bioquimicas, donde los valores mas elevados fueron a favor
del grupo de prediabéticos (p<0.001), excepto en HbAlc; es de hacer notar que las HDL estuvieron

mas bajas en el grupo de los prediabéticos (p=0.004).
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Tabla 10. Variables bioquimica entre no prediabéticos y prediabéticos (glucosa en ayuno 100 a 125

mg/dL). Los valores corresponden a medias (m) y desviacién estandar (DE).

Variable No prediabéticos (n=187) Prediabéticos (n=68) t student
m DE m DE p

Glucosa (mg/dL) 87.55 7.51 107.61 6.09 0.0001
HbA1c (%) 6.33 1.14 6.33 0.95 0.50
Col. Tot. (mg/dL) 178.87 31.84 194.76 42.73 0.0008
HDL (mg/dL) 41.08 11.39 37.05 9.09 0.004
LDL (mg/dL) 105.43 27.01 118.94 42.19 0.001
Triglic. (mg(dL) 134.94 72.28 202.48 213.12 0.0001
Insulina (uU/ml) 13.62 11.21 16.83 10.61 0.01

HbAlc: hemoglobina glucosilada; Col. Tot.: colesterol total; Triglic.: Triglicéridos.

EnlaTabla 11, se comparan los signos vitales en los dos grupos de estudio. Se encontraron diferencias

significativas en presion sistolica y diastolica a favor de los prediabéticos (p<0.009).

Tabla 11. Comparacién de los signos vitales entre no prediabéticos y prediabéticos (glucosa en ayuno

100 a 125 mg/dL). Los valores corresponden a medias (m) y desviacion estandar (DE).

Variable No prediabéticos (n=187) Prediabéticos (n=68) t student
m DE m DE p
Pulso (lat/min) 66.26 11.34 67.75 10.22 0.17
PAS (mmHg) 115.06 11.12 12251 13.15 0.0001
PAD (mmHg) 70.37 8.98 73.47 9.87 0.009

PAS: Presion arterial sist6lica; PAD: Presion arterial diastolica.

En la tabla 12, al comparar en los grupos de estudio las variables sociodemogréaficas solo existen

diferencias significativas en la escolaridad, los prediabéticos muestran menor escolaridad (p=0.04).

Tabla 12. Comparacion de las variables demograficas entre no prediabéticos y prediabéticos (glucosa
en ayuno 100 a 125 mg/dL). Los valores corresponden a frecuencias absolutas (f) y frecuencias

relativas (%).
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Variable No prediabéticos (n=187) Prediabéticos (n=68) Chi?

F % f % P
Sexo 0.79
Masculino 101 54.01 38 55.88
Femenino 86 45.99 30 44.12
Residencia 0.25
Edo. Morelos 171 91.44 58 86.57
Otros 16 8.56 9 13.43
Estado civil 0.48
Con pareja 98 52.41 39 57.35
Sin pareja 89 47.59 29 42.65
Escolaridad 0.04
< Primaria 81 43.32 20 29.41
> Primaria 106 56.68 48 70.59

V1. 2. Obesidad a partir del porcentaje de grasa corporal.

Para identificar obesidad a partir del % de grasa corporal, la poblacion se subdivido por género.
Considerando obesidad en hombres con porcentaje de grasa corporal > 20% y en el caso de mujeres
con obesidad > 30% de grasa corporal. En los hombres el porcentaje de obesidad fue mayor en el
grupo de los prediabéticos pero sin diferencia significativa (p=0.07); en el grupo de las mujeres se

presentd de la misma manera (p=0.1).

Tabla 13. Comparacion de obesidad, segin % de grasa corporal, no prediabéticos y prediabéticos
divididos por sexo.

Variable Hombres Prediabéticos Hombres No prediabéticos Chi?
(n=38) (n=101)
F % F % p
% Grasa corporal 0.14
Obesidad 30 78.94 67 66.33
Normal 8 21.05 34 33.66
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Mujeres Prediabéticas Mujeres Control

(n=27) (n=86)
% Grasa corporal 0.1
Obesidad 24 80 55 63.95
Normal 6 20 31 36.05

Obesidad: en hombres >20% de grasa corporal y obesidad en mujeres >30%.

V1. 3. Identificacion de polimorfismos

De las 255 muestras para analizar, se obtuvieron 197 resultados identificando dos polimorfismos
rs117767867 (V113l) y rs13342692 (D127G), con una frecuencia total de 16.24%; frecuencia en
hombres con 15% y en mujeres 17.8%.

Con el polimorfismo rs75418188 (G340S) se cuentan con 89 muestras analizadas, de las cuales

presentan una frecuencia del 31.4%; frecuencia en hombres 27.5% y en mujeres 38.7%.

En la figura 1 se muestra el efecto de la digestion enzimatica con Hinll y Bsp143l, por medio de la
electroforesis en gel de agarosa; en las muestras 270, 271, 273 y 288 presentaron los polimorfismos
rs117767867 (V113l) y rs13342692 (D127G) debido a la ausencia del corte en el fragmento

previamente amplificado.

269 270 21 272 213 262 283 284 285 286 287 268 289 290 MPM

v
-4

M 400 pb

S00RD R R R R

-

BN 200 pb
B150 pb
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NP 268 269 270 271 272 273282 283 284 25 286 287 288 289 290

Figura 1. Gel de agarosa al 2%; a) producto de PCR de 500 pb utilizando los oligonucle6tidos
LMTE_HumMCT11 1 y LMTE_HumMCT11_2, b) digestién enzimatica con Hinll, los nimeros que se
encuentran dentro de un cuadro rojo son las muestras que presentan el polimorfismo V113l (270, 271, 273,
288); ¢) digestion enzimatica con Bsp143l los nimeros que se encuentran dentro de un cuadro rojo son las
muestras que presentan el polimorfismo D127G (muestras 270, 271, 273, 288).

En la figura 2 se muestra en un gel de agarosa el producto de PCR vy en el otro gel la digestion

enzimatica con Kfll para el polimorfismo rs75418188 (G340S).

o’ et e elNel Ve

280 90 230 8 2 71 700 289 290

Figura 2. Gel de agarosa al 2%; a) producto de PCR de 450 pb utilizando los oligonucledtidos
LMTE_HumMCT11 5 y LMTE_HumMCT11_6, b) digestion enziméatica con Kfll, los nimeros que se
encuentran dentro de un cuadro rojo son las muestras que presentan el polimorfismo G340S (270, 271, 273,
288).

V1. 4. Frecuencias de polimorfismos.

En relacién a los ensayos del polimorfismo, se tiene un resultado de 197 personas para los
polimorfismos rs117767867 (V1131) y rs13342692 (D127G), que 113 corresponden a hombres (45%)
y 84 para mujeres (55%); la frecuencia de estos dos polimorfismos es de 16%. Del polimorfismo
rs75418188 (G340S) se tienen 89 resultados, con una frecuencia de (31.4%). En la tabla 14 muestra
la asociacién de los tres polimorfismos en personas prediabéticas y sin prediabetes. A pesar de que
V113l y D127G aparecen como factor de riesgo, no alcanzan diferencia estadistica. Por otro lado,

G340S se comporta como factor protector, también no alcanza diferencia estadistica.
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Tabla 14. Asociacion de prediabetes, por glucosa>= 100 mg/dL, y diferentes polimorfismos del gen

SLC16A11. Los valores corresponden a frecuencias absolutas y relativas (%).

Con Sin )
: : ) i RM 1Cos0 Chi?p
polimorfismo | polimorfismo
V113l
Prediabéticos 8 (17.4%) 38 (82.6%)
_ 1.11 0.39 2.82 0.80
No prediabéticos 24 (15.9%) 127 (84.1%)
D127G
Prediabéticos 8 (17.4%) 38 (82.6%)
___ 1.11 0.39 2.82 0.80
No prediabéticos 24 (15.9%) 127 (84.1%)
G340S
Prediabéticos 4 (20%) 16 (80%)
S 0.46 0.10 1.69 0.21
No prediabéticos 24 (34.78%) 45 (65.21%)

V1131: rs117767867; D127G: rs13342692; G340S: rs7541818.

También se realizd un analisis de asociacion entre los polimorfismos del gen con prediabetes basada

en los valores de hemoglobina glucosilada, como se muestra en la tabla 15. No se encontr6 asociacion

considerando prediabéticos con valores >5.5% ver tabla 5.

Tabla 15. Asociacion de prediabetes, por HbAl1c>5.5%, y diferentes SNP’s del gen SLC16A11. Los

valores corresponden a frecuencias absolutas y relativas (%).

Con Sin )
. . . . RM ICos% Chip
HbAlc polimorfismo | polimorfismo
V113l
Prediabéticos 25 (16.12%) | 130 (83.87%)
_ 0.96 0.36 2.85 0.93
No prediabéticos 7 (16.6%) 35 (83.4%)
D127G
Prediabéticos 25 (16.12%) | 130 (83.87%)
_ 0.96 0.36 2.85 0.93
No prediabéticos 7 (16.6%) 35 (83.4%)
G340S
Prediabéticos 24 (33.8%) 47 (66.2%)
_ 1.78 0.48 8.22 0.34
No prediabéticos 4 (22.2%) 14 (77.8%)

V113I1: rs117767867; D127G: rs13342692; G340S: rs7541818.
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En el caso de los hombres al momento de comparar la obesidad por porcentaje de grasa corporal con

los SNP’s, no mostraron asociacion (tabla 16). En los tres snp’s se comportan como factor protector,

aungue no alcanzan diferencia estadistica.

En las mujeres solo mostraron asociacion positiva con los SNP’s rs117767867 (V1131) y rs13342692
(D127G) RM 7.46, (ICgs5% 0.99-328.58) p=0.03 como se puede observar en la tabla 17.

Tabla 16. Asociacion de obesidad en hombres, grasa corporal > 20%, y diferentes SNP’s del gen

SLC16A11. Los valores corresponden a frecuencias absolutas y relativas (%).

% grasa corporal

Con

Sin

] ] . . RM 1Cos% Chi?p
Hombres polimorfismo | polimorfismo
V113l
Obesidad 12 (15%) 68 (85%)
i 0.98 0.28 3.92 0.98
No obesidad 5 (15.15%) 28 (84.84%)
D127G
Obesidad 12 (15%) 68 (85%)
i 0.98 0.28 3.92 0.98
No obesidad 5 (15.15%) 28 (84.84%)
G340S
Obesidad 10 (23.8%) 32 (76.2%)
i 0.52 0.13 2.22 0.29
No obesidad 6 (37.5%) 10 (62.5%)

V113I: rs117767867; D127G: rs13342692; G340S: rs7541818.

Tabla 17. Asociacion de obesidad en mujeres, grasa corporal > 30%, y diferentes SNP’s del gen

SLC16A11. Los valores corresponden a frecuencias absolutas y relativas (%).

% grasa corporal Con Sin )
N N RM ICos0 Chip
Mujeres polimorfismo | polimorfismo
V113l
Obesidad 14 (23.72%) 45 (76.27%)
i 7.46 0.99 328.58 0.03
No obesidad 1 (4%) 24 (96%)
D127G
Obesidad 14 (23.72%) 45 (76.27%)
i 7.46 0.99 328.58 0.03
No obesidad 1 (4%) 24 (96%)
G340S
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Obesidad

11 (47.82%)

12 (52.17%)

No obesidad

1 (12.5%)

7 (87.5%)

6.41

0.61

314.92

0.07

V113I: rs117767867; D127G: rs13342692; G340S: rs7541818.

Debido a que no se encontrd asociacion por medio del porcentaje de grasa corporal, también se busco

por IMC. Al igual de los datos anteriores, la obesidad por IMC no present6 asociacion con los SNP’s.

La frecuencia de los SNP’s son muy similares con y sin obesidad (tabla 16).

Tabla 18. Asociacion de obesidad, por IMC (IMC>30), y diferentes SNP’s del gen SLC16A11. Los

valores corresponden a frecuencias absolutas y relativas (%).

Con Sin _
o N RM ICo5% Chi?p
IMC polimorfismo | polimorfismo
V113l
Obesidad 7 (16.3%) 36 (83.7%)
i 1.00 0.33 2.64 0.99
No obesidad 25 (16.23%) | 129 (83.76%)
D127G
Obesidad 7 (16.3%) 36 (83.7%)
i 1.00 0.33 2.64 0.99
No obesidad 25 (16.23%) | 129 (83.76%)
G340S
Obesidad 6 (28.57%) 15 (71.42%)
i 0.83 0.23 2.68 0.74
No obesidad 22 (32.35%) 46 (67.64%)

V113I: rs117767867; D127G: rs13342692; G340S: rs7541818.
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VI1I. DISCUSION

La prevalencia de prediabetes en Latino Ameérica esta en aumento debido a los cambios alimenticios
inadecuados, estilo de vida, factores de riesgo y caracteristicas genéticas. En Estados Unidos, en
NANHES, encontraron 22.6% de la poblacion en estudio con sobrepeso presentaba prediabetes; de
los cuales el 23.5% presentaron glucosa en ayuno alterada 4. En una cohorte de la ciudad de Barcelona
durante un seguimiento de 10 afios encontraron que los factores asociados a la progresion de diabetes
era IMC >30kg/m? con 42.6% e hipertrigliceridemia con 38.3% . En la poblacion de Asturias a partir
de 1,014 individuos el 17.6% presentd prediabetes y 7.8% DM no diagnosticada previamente. Con
respecto al grupo control con normoglucemia, el riesgo relativo (RR) de mortalidad en prediabetes
fue de 1.6 (IC g5%, 0.7-4), con DM ignorada RR= 2.7 (IC 95%, 1.1-6.3) y con DM conocida 2.5 (IC
95%, 1-6.3); mostrando un mayor riesgo de mortalidad con las personas que presentaban diabetes y
aun no lo sabian %,

Para el caso de México en aspirantes a la Universidad del Estado de San Luis Potosi presentaron
prediabetes el 4.2% 24; en Durango 43.1% °y en el estado de México 24.8% 2!; este Gltimo dato muy
parecido a lo encontrado en este trabajo con 26.6%, en el caso de los hombres el 27.3% y en mujeres
de 25.8% por glucosa alterada en ayunas 100-125mg/dl. Estas diferencias en las frecuencias de
prediabetes posiblemente se deba a la diferencia en la edad en las diferentes poblaciones de estudio;
las personas “jovenes” menores de 30 afios se encuentra una menor frecuencia de la enfermedad en
comparacion con las personas mayores. Con el método de HbAlc tuvimos una prevalencia de
prediabetes del 35.6% (HbALc 5.5% - 6.4%) y diabetes no diagnosticada 41.5% (HbA1c >6.5%). Los
valores de HbAlc no mostraron diferencias significativas al comparar el grupo de prediabéticos y el
grupo sin prediabetes bajo el criterio de glucosa en ayunas. La prueba de HbAlc presenta algunas
desventajas que pueden alterar los resultados como hemoglobinopatias, deficiencia de hierro, duracion
de vida de los eritrocitos, diferencias raciales y étnicas “°. Aunque en un estudio con Coreanos
prediabéticos la prueba mas fuerte para predecir la progresion a diabetes fue la HbAlc (OR 9.9, 8.24-
11.9) en comparacion con glucosa en ayunas (OR 7.29, 5.97-8.89) “6. Debido a esto, los autores
concluyen que si el diagnostico de prediabetes y/o diabetes es por HbAlc, es necesario también
confirmarlo con la prueba de glucosa en ayunas o post-carga & 47,

Del total de la poblacion con IMC <25 kg/m?fue el 37% y sobrepeso el 40% de los cuales una cuarta
parte eran prediabéticos. Datos semejantes fueron encontrados por Monreal y colaboradores (2009)%,
al reportar la prevalencia de prediabetes en sujetos con sobrepeso 2% 2°. Las variables que presentaron

diferencias significativas entre el grupo no prediabético y el grupo prediabético fueron el peso, IMC,
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perimetro de cintura, indice de cintura cadera y grasa corporal. Esto quiere decir que las personas
prediabéticas presentaban mayor peso, obesidad, por consiguiente mayor grasa corporal y mayor grasa
visceral. También los datos presentaron asociacion positiva entre obesidad y prediabetes (datos no
mostrados), aunque algunos autores “ no encontraron asociacion posiblemente por la edad de su
poblacién (18-21 afios). Monreal et al, 2009 del total de su poblacion el 21% presentaba sobrepeso y
solo el 1% de estos era prediabético, el rango de edad de la poblacién fue de 16-39 afios.

De manera general el grupo prediabético presentd mayor porcentaje de grasa corporal; pero al dividir
el grupo de los hombres segln su porcentaje de grasa considerando obesos con >20% con y sin
prediabetes, no se presentaron diferencias significativas (p=0.14). Sin embargo, hay un mayor
porcentaje de hombres obesos en el grupo de los prediabéticos en comparacion con los no
prediabéticos 79% vs 66.3% respectivamente. Para el caso de mujeres también se comparé la obesidad
(obesidad >30% de grasa corporal) con prediabetes donde no mostraron diferencias (p=0.01). Siendo
un mayor porcentaje de mujeres con obesidad y prediabetes en comparacién de mujeres con obesidad
sin prediabetes (80% vs 64%, respectivamente).

En relacién a otros factores de riesgo como el colesterol, LDL, triglicéridos e insulina fueron méas
elevados en el grupo de los prediabéticos (p<0.05) que en grupo sin prediabetes y los valores de HDL
menores en prediabéticos (p<0.004).

Se han analizado polimorfismos en ciertos genes encontrado asociacion con prediabetes, diabetes y
obesidad; como el gen rs867529 en PERK mostro una asociacion con prediabetes de OR 1.29 (IC
95%, 1.01-1.6) (p=0.03) y rs6750998 con resistencia a la insulina y rs17037621 con el aumento del
IMC en poblacion China . Con el gen MAP4K4 rs6543087, rs17801985, rs1003376 presentaron
asociacion con alteracion de la glucosa en ayunas %’. De igual manera JNK rs2076341 se asocié con
valores elevados de glucosa en ayunas 8. THADA rs7578597 con IMC y % de grasa corporal
elevados, asi como mayor circunferencia de cintura, esto en poblacion Alemana *. En 8,214
mexicanos Y latinoamericanos encontraron un haplotipo en el gen SLC16A11 con una frecuencia del
48% mostrando asociacion con diabetes (OR) =1,29). En este trabajo encontramos una frecuencia de
rs117767867 (V113l) y rs13342692 (D127G) del 16.4% (17.8% en mujeres y 15% en hombres); para
el caso de rs7541818 (G340S) fue del 31.5% (de los hombres 27.58% y en mujeres el 38.7%).
Debido a que no se alcanz6 el tamafio de muestra necesario (n=206) para este trabajo se calcul6 la
potencia del estudio, considerando los 197 personas con una proporcion real de 0.16 y una proporcion

hipotética de 0.24, obtuvimos una potencia del 82%.
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Los polimorfismos de un solo nucleétido no mostraron asociacion con prediabetes por valores de
glucosa en ayunas; V113l, D127G RM 1.11 1Cgs% 0.39-2.82, p=0.80 y G340S RM 0.46 1Cgs% 0.10-
1.69, p=0.21. Tampoco presentaron asociacion de prediabetes por HbAlc V1131, D127G RM 0.96
ICos50 0.36-2.85, p=0.93 y G340S RM 1.78 ICgs% 0.48-8.22, p=0.34. Las personas que presentan el
haplotipo de riesgo pueden desarrollar diabetes 22.1 afios antes y con IMC 0.9kg/m? menos. En el
presente estudio no identificamos asociacion de SNP’s con IMC; pero al buscar asociacién con el
porcentaje de grasa corporal para el caso de mujeres solo los polimorfismos rs117767867 (V113l) y
rs13342692 (D127G) mostraron diferencias significativas (p=0.03); con RM 7.46 (ICgs0 0.99-
328.58); en otras palabras el factor asociado es de riesgo, es decir, que las mujeres de la poblacion en
estudio que presentan estos SNP’s , tienen 7.46 veces mas riesgo de padecer obesidad diagnosticada
cuando el porcentaje de grasa corporal >30%.

El haplotipo en el gen SLC16A11 tuvo con una frecuencia del 48% mostrando asociacion con diabetes
(OR) =1,29). En esta investigacion la frecuencia de los polimorfismos rs117767867 (V113l) y
rs13342692 (D127G) en los prediabéticos fue del 17.39% y en los no prediabéticos 15.89%. En el
caso del polimorfismo rs7541818 (G340S) tuvo una mayor frecuencia en el grupo de los no diabéticos
en comparacién con el grupo prediabético (34.78% y 20% respectivamente); sin embargo los tres
polimorfismos no mostraron asociacion con prediabetes ya sea diagnosticada por glucosa en ayunas
V1131, D127G RM 1.11 ICgs¢ 0.39-2.82, p=0.80 y G340S RM 0.46 1Ces¢ 0.10-1.69, p=0.21; o
prediabetes por HbAlc V113l, D127G RM 0.96 ICgsy 0.36-2.85, p=0.93 y G340S RM 1.78 1Cgsv
0.48-8.22, p=0.34.
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VIIl. CONCLUSIONES
La prevalencia de prediabetes fue del 26.6%, en el caso de los hombres el 27.3% y en mujeres de
25.8% por glucosa alterada en ayunas 100-125mg/dl. Con el método de HbAlc tuvimos una
prevalencia de prediabetes del 37.8% (HbA1c 5.5% - 6.4%) en hombres el 39.1% y en mujeres 36.2%.
La prevalencia de diabetes no diagnosticada fue del 41.5% (HbAlc >6.5%) (41.3% en hombres y

42.2% en mujeres).

En 197 sujetos estudiados la frecuencia del polimorfismo rs117767867 (V113l) y rs13342692
(D127G) en prediabéticos fue del 17.39%. EI polimorfismo rs7541818 (G340S) con frecuencia del
20%.

En personas sin prediabetes la frecuencia de los polimorfismos rs117767867 (V1131) y rs13342692
(D127G) fue del 15.9%; y en el caso de rs7541818 (G340S) 34.78%, mayor a la frecuencia

identificada en el grupo de los prediabéticos (20%).

No se encontraron diferencias significativas al relacionar la presencia de los polimorfismos
rs117767867 (V113l), rs13342692 (D127G) y rs7541818 (G340S) con prediabetes utilizando como

clasificacion el valor de glucosa basal, ni empleando el criterio basado en hemoglobina glucosilada.

Al relacionar los polimorfismos con la obesidad por medio del porcentaje de grasa corporal en
hombres, considerando como obesidad >20% no se identificd asociacion significativa en los grupos

de comparacion.

Para el caso de las mujeres, la presencia de los polimorfismos V113l (rs117767867) y D127G
(rs13342692) se identific6 como factor de riesgo para obesidad diagnosticada por grasa corporal >30%
(RM 7.46). Es decir, las mujeres con estos SNP’s tienen 7.46 veces mas riesgo de padecer obesidad
diagnosticada por grasa corporal >30%. G340S (rs7541818) no presentd asociacion con obesidad
diagnosticada por grasa corporal >30% (RM 6.41 IC gs¢ 0.61-314.92, p=0.07).
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de ser posible me seran entregados al momento de que acuda al Centro Estatal
de la Transfusidn Sanguinea por mis estudios serologicos post donacion, en la
fecha que sea sefalada por el personal del CETS.

Manifiesto gue mi participacidon es wvoluntaria, sin remuneracién economica vy
entiendo gue conservo el derecho de negarme a participar en el estudio o

Este documenio es propedad de B Facultad de Medicina de la Universidad Auttnoma del Estado de Morelos
y del Centro Estatal de la Transfusidn Sanguinea. Prohibida su reproduccidn parcial o lotal sin autonizacion
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retimme del mismo, sin que ello afecte el proceso de donacion sanguinea al que
soy sujeto.

El investigador me ha asegurado gue mis datos seran manejados en forma
confidencial en las presentaciones o publicaciones de este estudio y que en todo
momento se respetard mi privacidad, y me ha proporcionado su ndmero telefénico
para cualquier duda (Médico Francisca del Carmen Mendoza Hernandez): (777) 3
11 22 10 Ext 1112, o bien al teléfono (777) 3 11 22 06 con el Dr. José Angeles
Chimal o0 Dra. Ma. Rita Rivas Gonzalez, Coordinador de la Jormada Especial y Jefe
del Centro Estatal de la Transfusion Sanguinea, respectivamente.

Nombre v firma del candidato o donador de Dra. Francisca del Carmen Mendoza
sangre Hemandez
Investigador
Mombre v firma del testigo Nombre y firma del testigo
Dr. José¢ Angeles Chimal Dr. Armando Herrera Arellano
Investigador principal Co Investigador

Este documento es propiedad de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos
y del Centro Estatal de la Transfusion Sanguinea. Prohibida su reproduccion parcial o total sin autorizacion
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X. 2. Registro de datos clinicos, bioquimicos y de somatometria
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“RELACION DEL PORCENTAJE DE GRASA CORPORAL CON LA
CONCENTRACION SERICADE TSH Y VITAMINA D EN ADULTOS NO
DIABETICOS”

REGISTRO DE DATOS GLiNICDS,_BIDQUiMICDS Y
DE SOMATOMETRIA

Elaboro

Dra. Francisca del Carmen Mendoza Hernandez
Posgrado: Maestria en Medicina Molecular
Facultad de Medicina({UAEM)

Reviso

Dr. Joseé Angeles Chimal

PITC Facultad de Medicina (UAEM)
Dr. Armando Herrera Areflano

PITC Facultad de Medicina (UAEM)

Autorizo
Dra. Ma. Rita Rivas Gonzalez
Jefe del Cets (SSM)

Esta documanto es propiadad da la Facultad da Madicina da la Univarsidad Autdnoma dal Estado de Morelos
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Nombre: Fecha:
Edad: HI: HT:
Coadigo:
Diametro
Cintura: Cadera: Brazo no dominante: Mufieca no | Cuello:
dominante:
Antropometria
Talla: Peso: Act. fisica
Composicién
corporal:
% de Grasa total: Masa Muscular Keal:

Total:

Brazo lzq: Brazo lzq: Edad Metabdlica:
Brazo Der. Brazo Der. % Agua:
Pierna Der: Pierna Der: indice de Grasa
visceral:
Pierna lzq: Pierna lzg: Masa dsea:
Tronco: Tronco:
Tension Arterial Sistolica TA Diastélica Pulso manual:

Parametros bioguimicos basales

Glucosa en ayuno Insulina en ayuno Indice Homa
TSH Adiponectina Leptina

T4 Libre Anticuerpos anti TPO Indice Adip/Lep
HBA1c 25 (OH) D Colesterol total

Colesterol (LDL)

Colesterol (HDL)

Triglicéridos

Nimero de alicuotas obtenidas:

Suero

Plasma

Fraccion celular nucleada

Esle documeanlo es propiedad de la Facullad de Meadicina da la Universidad Autdnoma del Estado da Morelos
¥ dal Cantro Estatal da la Transfusian Sanguinea. Prohibida su reproduccion parcial o tolal sin auton zacian
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DE SOMATOMETRIA

Mombre y firma de personal participante

Actividad

Actividad

Actividad

Actividad

Actividad

Actividad

Actividad

Actividad

Actividad

Actividad

Actividad

Actividad
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X.3.DESCIPCION DE METODOS DE DIAGNOSTICO

X. 3. 1. Toma de muestra

A las personas como candidato a donador se les hizo la invitacion para participar en el proyecto y se
les explico en que consiste el protocolo. Si decidian participar se les tomo la muestra de sangre en un
tubo sin anticoagulante y otra muestra en un tubo con anticoagulante y que firmaran la carta de
consentimiento informado. Posteriormente se realizaron 10 alicuotas en criotubos de 2 ml; del tubo
con suero se realizaron las alicuotas del 1 al 5 y del tubo con anticoagulante del 6 al 8 contenian
plasma, la alicuota 9 sangre total para la determinacion de HbAlc y el tubo 10 leucocitos. Para realizar
las alicuotas los tubos con y sin anticoagulante se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min. Con el
remanente se realizaron las alicuotas y la fraccion celular. Todos los microtubos fueron previamente
etiquetados y las alicuotas se mantuvieron a -80°C; para posteriormente realizar las pruebas
bioquimicas y extraccion de DNA.

Todos los tubos son etiquetados con folio del 001-310 antes de ser utilizados y se realizé una base de
datos; dependiendo del folio que le pertenecia a cada persona en la base de datos se agregaba el

nombre, la fecha en que se realizaron las alicuotas y el nombre de quien las realizo.

X. 3. 2. Somatometria

Talla: esta se tomd con el estadimetro-bascula BAME (mod. D.G.N. 2412 cap. 140 kg). El
procedimiento consiste en que el participante se coloque de espaldas, con la cabeza recta, con pies y
talones juntos y sin zapatos. El estadimetro cuenta con una escuadra y esta se desliza una vez que se
le ha pedido al participante que inhale y mantenga la respiracion para la toma de talla, para que asi la
escuadra tope con el punto mas elevado del craneo formando un angulo recto. El dato se reportd en el
“Registro de datos clinicos, bioquimicos y de somatometria”.

Circunferencia de Cintura: para realizar esta medicion se utilizo la cinta métrica Lufkin® Executive

Thinline W606PM. A cada uno de los participantes se le proporciono un camison de hospitalizacion
y se le pidio que se lo colocara en el lugar de su ropa interior. Se le pidio al participante que mantuviera
una posicion erguida, con los brazos cruzados sobre el pecho y los pies juntos. Se localizé y marco
los puntos del borde costal y la cresta iliaca, medir la distancia entre ellos y marcar el punto medio
donde se haria la medicion de circunferencia de la cintura. Se le pidi6 al participante a colocar los
brazos a un costado e inspire dos veces, para que la medicion se realice en la espiracion. La medicion

se realizo dos veces para confirmar el dato. Los datos se reportaron en el formato “Registro de datos
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clinicos, bioquimicos y de somatometria”. Al final borrar las marcas con pluma que se le realizaron
al participante.

Circunferencia de cadera: para realizar esta medicion se utilizd con la cinta métrica Lufkin®

Executive Thinline W606PM. A cada uno de los participantes se le proporciono un camison de
hospitalizacion y se le pidi6 que se lo colocara en el lugar de su ropa interior. Se le pidi6 al participante
gue mantuviera una posicion erguida, con los brazos cruzados sobre el pecho y los pies juntos. Se
palpo el hueso trocanter en ambos costados del participante, colocandose a un lado del participante se
posiciono la cinta métrica alrededor de la cadera de tal manera que pase por los trocanteres y la sinfisis
del pubis, observando que ésta quede en paralela al piso (cinta derecha). La medicion se realiza por
duplicado para confirmar el dato. El resultado se report6 en “Registro de datos clinicos, bioquimicos
y de somatometria”.

Peso y composicion _corporal: se utilizd un monitor corporal Tanita (modelo BC-568) donde al

participante se le pidio quitarse los zapatos y calcetines, cualquier objeto de metal o que pudiera ser

innecesario, para no generar mayor peso y asi un error en la medicion para determinar la composicion

corporal. A todos se les peso en ropa interior y bata para no generar impacto en la medicién. Los

resultados que arroja la tanita son: peso, porcentaje de grasa total y de cada una de las extremidades

(brazo derecho, brazo izquierdo, pierna derecha, pierna izquierda, y tronco), % de agua, grasa visceral,

% masa 0sea, % de musculo y de cada una de las extremidades. Para asegurarse de la precision de los

datos se debe:

= Quitar los calcetines o medias y asegurarse de que los pies estén limpios antes de subirse a la bascula.

= A los participantes se les peso en ropa interior y bata quirurgica.

= Asegurarse de alinear los talones correctamente con los electrodos en la bascula. Aun si los pies son
demasiado grandes se consiguen lecturas exactas.

= |_as mujeres embarazadas solamente podran utilizar la funcion de peso.

= Pida al participante retire cualquier accesorio metalico y no metalico, (aretes, anillos, cinturones,
etc.).

Modo de peso.

Para cambiar el indicador de las unidades se usa el boton contenido sobre el dorso de la balanza. Si el

modo de peso eta programado en libras, automaticamente la programacion de altura se establecera en

pulgadas. Igualmente, si se selecciona en kilogramos, la altura estara en centimetros.

Ajuste fecha v hora.

Mantenga pulsando el botdn de reloj durante 3 segundos para encender la unidad.
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Pulse los botones A o ¥ para ajustar el afio y después pulse el boton SET. La unidad emitira un pitido
para confirmar.

Para ajustar el mes pulse los botones A o V¥, después pulse el botéon SET.

Para ajustar el dia pulse los botones A o V¥, después pulse el boton SET.

Pulse los botones A o V¥ para ajustar la hora y después pulse el boton SET; de igual manera para los
minutos.

La unidad emitira dos pitidos para confirmar la programacién, después la unidad se apagara
automaticamente.

Datos personales

Podra realizar mediciones sélo si ha introducido sus datos en una de las memorias de datos personales
o en el “modo invitado”.

Pulsar el boton de Configurar para encender la unidad. El aparato emitira un pitido para confirmar la
puesta en marcha, se mostraran los niumeros de las teclas personales (1, 2, 3, 4) y la pantalla destellara.
Pulse los botones A o ¥ para seleccionar una tecla personal, pulsar el boton de Configurar.

Ajuste de cumpleafios (afio, mes, dia) utilizando los botones A o V. Pulse el boton SET para
confirmar en cada programacion.

Seleccion de hombre o mujer utilizando los botones A o ¥, después pulse el boton SET.
Especifique la estatura utilizando los botones A o ¥ para especificar la altura y después el boton
SET.

Para utilizar la Ingestion Diaria de Calorias (DIC) correctamente, se necesita configurar el nivel de
actividad. Utilizar los botones A o V¥ para especificar el nivel de actividad.

Nivel 1: estilo de vida inactivo (poco o ningun ejercicio).

Nivel 2: estilo de vida moderadamente activo (ejercicio de poca intensidad en ocasiones).

Nivel 3: adulto que participa en actividades fisicas intensas. Nota: “Atleta” se define como una
persona que realiza una actividad fisica intensa aproximadamente 10 horas a la semana y que tiene un
ritmo cardiaco en reposo de aproximadamente 60 pulsaciones por minuto 0 menos. La definicion de
Tanita de un atleta incluye individuos “en forma de por vida”, que se han mantenido en forma durante
afios pero que actualmente hacen ejercicio menos de 10 horas a la semana. La funcion de monitor de
grasa corporal no esta disefiada para embarazadas, atletas profesionales o culturistas.

Medicidn corporal

Con ayuda de la punta del pie, apriete su tecla personal preprograma. La pantalla del monitor mostrara

0.0. Ahora apriete los electrodos de mano, agarrelos con los brazos rectos hacia abajo y stbase a la
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plataforma. Poner los brazos a un costado y esperar a que se haya completado la medicion, no tocar

las piernas o cualquier parte del cuerpo con los brazos o con las manos. Las mediciones apareceran

en el siguiente orden:

= Grasa corporal total (%), grasa corporal-brazo izquierdo, grasa corporal-brazo derecho, grasa
corporal-pierna derecha, grasa corporal-pierna izquierda y grasa corporal-parte del torso.

= Masa muscular total, masa muscular-brazo izquierdo, masa muscular-brazo derecho, masa
muscular-pierna derecha, masa muscular-pierna izquierda, masa muscular-parte del torso.

= Peso

= % de agua corporal

» Masa 0sea

= Grasa visceral

» DCI y edad metabdlica

Todos los datos obtenidos se registraron en la hoja de “Registro de datos clinicos, bioquimicos y de

somatometria”.

X. 3. 3. Presion arterial
Se utilizé el Monitor IntelliSense de Uso Profesional HEM-907XL (OMRON). Las partes del equipo
son: Monitor, Adaptador de corriente y Brazalete estandarizado con tubo de aire. El brazalete que se

debera de utilizar dependeré de la circunferencia del brazo:

Circunferencia del brazo Brazalete a utilizar
17 a 22 cm PEQUENO
22a32cm MEDIANO
32a42cm GRANDE
42 a50 cm EXTRA GRANDE

1. Verifique que el equipo esté completo, que el tubo de aire este integro (sin agujeros) y que el
brazalete se encuentre limpio y funcional (costuras cerradas y Velcro conservado).

2. Conecte el tubo de aire a la Unidad principal (base lateral derecha) y al brazalete.

3. Conecte el adaptador de corriente primero en el monitor (base lateral izquierda) y posteriormente a
la toma de electricidad.

4. Pulse en el monitor el boton “ON/OFF” para encender el equipo.

5. Girando el selector “MODE”, establezca la opcion “SINGLE” (Ver Figura 1).

6. Girando el mando “P-SET” (Nivel se insuflacion), coloque en la opcion “AUTO”
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7. Seleccione el brazo para colocar el brazalete, y que el sitio para colocar el acceso venoso debe ser
contrario a la mano dominante.

8. Coloque la mano del brazo seleccionado con la palma hacia arriba.

9. Seleccione el brazalete segun la circunferencia del brazo del participante.

10. Con el brazalete abierto, alinear la marca de posicion arterial con la arteria braquial. Puede percibir
el pulso palpando sobre el tercio interno de la fosa cubital.

11. Utilizando ambas manos, envuelva el brazalete alrededor del brazo y asegure con firmeza el
Velcro. Si se hace adecuadamente, el brazalete quedara a la altura del corazén.

12. Mida manualmente la frecuencia cardiaca palpando el pulso o auscultando al participante, con el
objetivo de comparar con el registro del monitor (estos valores deben ser iguales).

13. Presione el boton “START” para iniciar la medicion (POR NINGUN MOTIVO PRESIONE EL
BOTON DE INICIO SI EL BRAZALETE NO ESTA CERRADO)

14. EIl brazalete insuflara rapidamente para después des-insuflar progresivamente, arrojando un
resultado en el monitor de presion arterial sistolica “SYS” y diastdlica “DIA” en unidades de
medida de mmHg. PRESTE ATENCION EN NO CONFUNDIR EL PULSO (latidos por minuto
“BPM”) CON LA PRESION ARTERIAL DIASTOLICA. No olvide comparar el pulso que
registro con el resultado del monitor.

15. Registre en el formato de “Registro de datos clinicos, bioquimicos y de somatometria”
inmediatamente los valores del monitor (los mismos permaneceran maximo 5 minutos y la pantalla
se apagara automaticamente si esta inactivo).

16. Pulse el boton “ON/OFF” para apagar el equipo.

17. Retire el brazalete sin quitar el tubo de aire y la corriente eléctrica, pues el procedimiento para
tomar la presion arterial se repetira en 2 ocasiones mas.

18. Un minuto antes de completar el intervalo previo, iniciar a colocar el brazalete. Proceder a tomar
la segunda lectura.

19. Al finalizar los registros necesarios, retire el tubo de aire del brazalete y el monitor (evite doblar
el sistema) asi como el adaptador de corriente del monitor y la toma de corriente. Al finalizar la
jornada de trabajo se debera limpiar con alcohol desinfectante.

Los valores obtenidos se reportan en el formato “Registro de datos clinicos, bioquimicos y de
somatometria”, registrando con niimeros arabigos y legibles los valores obtenidos, fecha, nombre

y firma del personal que realiza el procedimiento.
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X. 3. 4. Glucosa

La cuantificacion de glucosa se realizd con el medidor de glucosa StatStrip Xpress, en el Centro
Estatal de la Transfusién Sanguinea (CETS) y en el Laboratorio de Medicina Transfusional de la
Facultad de Medicina, UAEM, el resultado se registrd en la hoja “Registro de datos clinicos,
bioquimicos y de somatometria”.

Las tiras reactivas estan disefiadas con un electrodo que mide los niveles de glucosa. La glucosa
(azucar) de la muestra de sangre se mezcla con el reactivo de la tira que produce una corriente
eléctrica. La cantidad de la corriente eléctrica producida depende de la cuanta glucosa se encuentra en
la sangre. EI medidor de glucosa StatStrip junto con la tira reactiva para glucosa Nova StatStrip mide
el nivel de glucosa en la sangre. El valor se indica en la pantalla del medidor. En el glucometro se
introduce una tira reactiva y posteriormente se coloca una gota de sangre sobre la hendidura de la tira
y en pocos segundos en la pantalla del glucometro aparecera el resultado. En caso de que marque
“Error” repetir la prueba. Esta prueba se debe realizar en cuanto se tenga la muestra de sangre, a partir

del tubo con anticoagulante.

X. 3. 5. Colesterol, triglicéridos e insulina

El andlisis de las muestras para colesterol total, HDL, LDL vy triglicéridos se realiz6 en el Laboratorio
del Centro Médico de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, con el analizador Roche-
Hitachi 912.

Se utilizé una alicuota de suero de cada participante para las cuatro pruebas. El equipo cuenta con sus
reactivos, calibradores y controles.

Para la determinacion de la Insulina, se utilizo el equipo cobas 6000 Roche del Hospital Regional

“Centenario de la Revolucion Mexicana” ISSSTE.

X. 3. 6. Determinacion de HbAlc

Se utilizo el analizador Labona Check HbAlc dispositivo de diagnostico In vitro para medir la
hemoglobina Alc a partir de muestras de sangre. Es el espectrofotdmetro que analiza la fuerza de la
luz reflejada desde el cartucho de prueba. Utiliza un ensayo de afinidad boro nato. El equipo del
cartucho contiene reactivos, membranas filtradoras y una solucién limpiadora. Este método se realiz6
en el Laboratorio de Medicina Transfusional de la Facultad de Medicina, UAEM.

Los reactivos estan compuestos de los agentes de hemolisis y de hemoglobina precipitada y acido

boronio obteniendo el color cuando se une a la hemoglobina. Cuando la muestra de sangre se agrega
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a los reactivos, toda la hemoglobina se precipita. El acido borbonico conjuga la unién a la
configuracién cis-diol de la hemoglobina glucosilada. Una alicuota de la mezcla de la reaccion es
agregada al dispositivo de prueba. Algun exceso de mezcla de color es removido de la solucion
limpiadora. El precipitado es evaluado por la medida del azul (hemoglobina glucosilada) y el rojo
(hemoglobina total); la proporcion entre ellos sera proporcional al porcentaje de HbAlc en la muestra
de sangre.

Se tomd una alicuota con sangre total, que se destind para determinar la HbAlc. Se toma un tubo
capilar con ayuda de las pinzas y se llena con sangre, cuidando de no dejar burbujas. Este capilar se
coloca en un tubo eppendorf que dentro contiene el reactivo/R1 (incubacién), agitar el tubo
aproximadamente por 5 segundos. Presionar el boton Guia y después el analizador comenzara el modo
Guia con la voz de “Inicio incubacion”.

Una vez que la incubacion ha sido completada, se movera a la pantalla “muestra de gota”. Agitar el
reactivo/R1 y recolectar 25 ul y verterlo a gotas a la membrana del cartucho, no en un tiempo mayor
de 15 segundos. Ir a la pantalla de “Lavado” con una voz de “solucion de lavado gota” recolectar 25
pl de Reactivo/R2 y verter las gotas al centro del cartucho. Cuando el reactivo es vertido, asegurar
que la punta de la pipeta no toque la membrana y no tenga burbujas. Una vez que el “lavado” es
completado, la bandeja se abre con una voz de “Insertar cartucho”. Colocar el cartucho con el proceso
de “lavado” dentro del lugar de instalacion del cartucho.

Cuando se presiona el boton “medicion” con un cartucho instalado en la bandeja, la bandeja se retira
y comienza el proceso de medicion. El resultado de la prueba es desplegado y la bandeja se abre al
mismo tiempo. Después de checar el resultado de la prueba, remover el cartucho en la bandeja y

presionar el boton “Siguiente” o “Imprimir” e ir a la opcion “Modo de medicion”.

X. 4. METODOLOGIA COMPLEMENTARIA

X. 4. 1. Disefio de nucle6tidos

La secuencia del gen SLC16A11 se obtuvo en la pagina de National Center for Biotechnology
Information (NCBI) y el disefio de oligonucleotidos se realizé en el programa de PerlPrimer.

Para el disefio de los oligonucle6tidos se consideraron los siguientes puntos:

= Tamafio de 20 a 25 nucle6tidos

= Tm similar entre los oligonucledtidos, una diferencia no mayor a 2°C

= Secuencia en sentido 5" a 3’

» Temperatura de fusiéon (Tm): 72°C
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= Porcentaje de G/C en los oligonucledtidos entre 50-60%
= Evitar complementariedad consigo mismo, asi como entre ellos.

= La ubicacion debe permitir generar un producto de amplificacion entre 150 y 600 pb.

X. 4.2. ANALISIS DE OLIGONUCLEOTIDOS
Para analizar los pares de oligonucleodtidos que anteriormente se disefiaron con el programa Perl
Primer, y que corresponden para cada region del gen que se desea amplificar; se accedio a la pagina

de NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Figura 1. Evaluacion de los oligonucle6tidos por Primer-BLAST.

Primer-BLAST

» NCBI/ Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST). More Tips for finding specific primers
Reset page Save search parameters Retrieve recent results

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) ) Clear Range

From To
Forward primer © Clear

Reverse primer
Or, upload FASTA file
Seleccionar archivo | Ninguin archivo seleccionado

Primer Parameters

Use my own forward primer a) %) Clear
(5'->3" on plus strand) -
Use my own reverse primer b) © Clear
(5'->3' on minus strand) - o
Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10
Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 57.0 60.0 63.0 3 @
(Tm) )
Exonlintron selection A refseq mRNA sequence as PCR template input is required for options in the section &)

En la figura 1 a) se colocd la secuencia del oligonucleétido con direccion Forward de la region a
amplificar. Figura 1 b) se coloc6 la secuencia del oligonucle6tido con direccion reverse. Para saber si
estas secuencias pueden amplificar en otra region del genoma en Database se selecciona Genome

(reference assembly from selected organisms) (Figura 2 c¢) y en Organism Homo sapiens (Figura 2 d).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Figura 2. Evaluacion de los oligonucle6tidos por Primer-BLAST en el Genoma.

Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check ¥ Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template &)
Search mode Automatic v @

Database Genome (reference assembly from selected organisms) v Q)
Organism Homo sapiens d

Enter an organism name, taxonomy id or select from the suggestion list as you type. @)

Add more organisms
Exclusion (opional) Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) . Exclude uncultured/environmental sample sequences )

Entrez query (optional) ©
Primer specificity stringency  primer must have at least|2 v | total mismatches to unintended targets, including

at least |2 v mismatches within the last|5 v |bps at the 3'end. &

Ignore targets that have 6 v | or more mismatches to the primer. &)

Misprimed product size 4000 o

deviation =

Splice variant handling Allow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) &)
' GetPrimers Show results in a new window ¥/ Use new graphic view )

Figura 3. Ventana de Resultados.

<, Primer-BLAST

»NCBIi Primer-BLAST : results: Job id=ABvIPW09RDOGMamadj42LClysmjutfM  more

Input PCR template none
Spedificity of primers Target templates were found in selected database: Genome database (reference assembly only) for selected species (Organism limited to Homo sapiens)

Other reports t Search Summary

(5 Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GAACCATTAGTTCGAGGGAGGCA 23 6225 52.17 7.00 0.00
Reverse primer CTCCTGTCACCTCCTTC 17 5279 58.82 3.00 0.00

Products on target templates
=NC 000017.11 Homo sapiens chromosome 17, GRCh38 Primary Assembly

product length =293

h this product:
rter 11

monocarboxylate transporter 11 isoform X1

Forward primer 1 GAACCATTAGTTCGAGGGAGGCA 23
Template  T043171 e 7043148

Reverse primer 1 CTCCTGTCACCTCCTIC 17
Template 7042879 7042895

=NC 000015 10 Homo sapiens chromosome 15, GRCh38 Primary Assembly

e transmembrane protein 3
e: RNA-binding protei: B

189316 byp at

Reverse primer 1 CTCCTGTCACCTCCTIC 17
Template 31833843 _..C.C..... 81833827

Se muestran las pares de bases y la region que amplificaria con este par de oligonucle6tidos. Se tomd
cuidado de que no se amplificara un producto del mismo tamafio al de interés. Este mismo

procedimiento se siguid para cada par de oligonucledtidos.

X. 4. 3. Sintesis de oligonucleotidos
Una vez confirmada la secuencia de los oligonucle6tidos, se mandaron a sintetizar en el Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional Autdnoma de México.
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X. 4. 4. Protocolo para curva de temperatura-cloruro de magnesio

Se rotularon 8 tubos de 1.5 ml para realizar las mezclas de PCR a diferentes concentraciones de MgCl.
(0.5-4.0 mM). Posteriormente se rotularon 96 tubos para PCR, a 12 temperaturas diferentes: 54°C,
55.1°C, 56°C, 58°C, 61°C, 63.6°C, 64.8°C, 67.1°C, 69.2°C, 70.9°C, 71.4°C, 72°C.de cada una de las
concentraciones de cloruro de magnesio. Para preparar las 8 mezclas diferentes para cada una de las
concentraciones de cloruro de magnesio a evaluar, colocando las siguientes cantidades de reactivo

como se muestra en la siguiente tabla:

Concentracion Oligo Oligo Buffer | Ta
MgCl; Volumen | Hio | MgCla | dNTPs | 0 | LoD o) | MaCh | pol | PVA
0.5 100 98 2.1 2.6 2.6 2.6 13 1.3 | 7.8
1 100 95.8 4.3 2.6 2.6 2.6 13 1.3 | 7.8
15 100 93.6 6.5 2.6 2.6 2.6 13 1.3 | 7.8
2 100 915 8.6 2.6 2.6 2.6 13 1.3 | 7.8
2.5 100 89.3 | 10.8 2.6 2.6 2.6 13 1.3 | 7.8
3 100 87.1 13 2.6 2.6 2.6 13 1.3 | 7.8
3.5 100 85 15.1 2.6 2.6 2.6 13 1.3 | 7.8
4 100 82.8 | 17.3 2.6 2.6 2.6 13 1.3 | 7.8

Se vortexe6 la mezcla y se colocaron 10 pl de ésta en cada uno de los 12 tubos de PCR.
Posteriormente, se colocaron los tubos en el termociclador de forma horizontal, de menor a mayor
concentracion de cloruro de magnesio de (izquierda a derecha). Una vez colocados los tubos se eligié
el programa GraPfinal en el termociclador Labnet MultiGene™ Gradient PCR Thermal Cycler
TC9600-G-230V.

X. 4. 5. Purificacion de ADN
Protocolo de purificacién a partir de 100 pl de sangre

Catalogo No. CMG-101
Lote No. B100-0109035

Se utiliz6 Chemagic DNA Blood100 kit “Perkin Elmer”, los componentes son:

Reactivo Cantidad
Perlas magnéticas 1.4ml
Buffer de Lisis 1 12.5 ml
Buffer de unién 2 36 ml
Buffer de lavado 3 60 ml
Buffer de lavado 4 60 ml
Buffer de lavado 5 100 ml
Buffer Elucion 6 10 ml
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10.
11.

12.
13.

En un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml, agregar 100 pl de sangre y 125 de buffer de lisis 1.
Mezclar de 8 a 10 pipeteados e incubar durante 5 min a temperatura ambiente.

En otro tubo para microcentrifuga de 1.5 ml, colocar 14 pl de perlas magnéticas y 360 pul de buffer
de union 2. Esta mezcla se agrega al primer tubo, mezclar con 10 pipeteados e incubar durante 5
min a temperatura ambiente.

Después de la incubacion, colocar el tubo en la posicion del iman durante 2 min.

Desechar sobrenadante y quitar el tubo de la posicion de iman.

NOTA: el sobrenadante es obscuro y las perlas no se seran visibles, por lo tanto es importante
para pipetear el sobrenadante hacerlo del lado opuesto del tubo donde esta la fuerza magnética,
para no aspirar las perlas magnéticas.

Afiadir 600 pl de buffer de lavado 3 y resuspender a fondo las perlas y pipetear el boton del pellet
arriba abajo por 15 veces.

Colocar en la posicién del iman por 1 min. Pasado el tiempo aspirar y decantar el sobrenadante.
Retirar de la posicion de iman y agregar 600 pl de buffer de lavado 4. Pipetear 15 veces. Colocar
en la posicién del iman por 1 min. Pasado el tiempo aspirar y decantar el sobrenadante.

Retirar el tubo de la posicion del iman.

Volver a colocar los tubos en la posicién del iman, afadir suavemente por las paredes del tubo 1
ml de buffer de lavado 5, teniendo cuidado de no destruir el sedimento por 90 segundos. Pasado
el tiempo desechar el sobrenadante con mucho cuidado.

NOTA: la resuspencién del pellet en este paso (buffer de lavado 5), reduce el rendimiento final
de ADN.

Quitar el tubo de la posicion del iman.

Afadir 100 ul de Buffer de elucion 6 al tubo y resuspender a fondo, pipetando el sedimento hacia
arriba y hacia abajo de 10 a 15 veces. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente, agitando
ocasinalmente para incrementar la elucién completa de ADN.

OPCIONAL.: incubar la suspension 5 minutos a 55°C, agitando ocasionalmente para incrementar
la elucion completa del ADN.

Colocar el tubo en la posicion del iman durante 2 minutos.

Transferir el eluido que contien el ADN purificado a un tubo limpio y rotulado.
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X. 4. 6. Gel de agarosa

Se utiliz6 un gel de 250 ml, para lo cual se peso 5 gr de agarosa (Gel al 2%) y se agregd a un matraz
Erlenmeyer al que previamente se le afladio 250 ml de TBE 1X. Para que se disolviera se utilizo el
horno de microondas, se calent6 durante un minuto y medio, deteniendo cada 15 segundos para poder
mezclar de manera circular hasta que la agarosa se disolviera de manera homogénea. Una vez disuelta
la agarosa se afiadieron 15 pl de bromuro de etidio 1mg/ml. Se homogeneizo hasta aproximadamente
a los 50°C. Se verti6 en la bese por una de las esquinas hacia donde se va a correr el producto, esto es
para que se evite la formacidn de ondas en el gel. Se dejo gelificar aproximadamente por 20 min,
pasado este tiempo se retiraron los peines con movimientos de derecha a izquierda y de atrds hacia

adelante para facilitar la entrada de aire evitando que se genere vacio y esto ocasione ruptura en el gel.

X. 4. 7. Electroforesis en gel de agarosa

En el interior de la camara de electroforesis marca Thermo Scientific Owl A2 horizontal, se agrega el
TBE 1X, a manera que cubra el gel de agarosa que se colocara posteriormente en la cdmara. Cuando
se introduce el gel, éste debe ser de manera inclinada para evitar que se generen burbujas y queden
atrapadas por debajo del gel. Para la integridad del ADN se colocan 4 ul de ADN total y 3 pl de azul
de bromofenol (colorante).

Para el caso de productos de PCR se coloc6 12 ul (9 ul de producto de PCR y 3 pl de colorante). Para
el caso de las muestras con digestion enzimatica se colocaron 8 pl totales; sin colorante debido a que
el buffer de la enzima ya lo contiene.

La mezcla, se realiz6 en placas multipozo de 96 pozos o en su defecto un trozo de parafilm fijado a la
mesa de trabajo. La colocacion se inicia a partir del segundo pozo, cuidando de no introducir
demasiado la micropipeta, lo anterior para evitar perforar el pozo y también evitar al momento de jalar
burbujas al tomar la muestra, pues al colocarla en el pozo puede ocasionar que la muestra se salga del
pozo. El primer Pozo se dejo para el marcador de peso molecular. Una vez colocadas todas las
muestras en cada uno de los pozos se coloca la tapa de la camara de electroforesis. Se programé a una
hora a 180 volts. Pasado el tiempo se coloco el gel en el transiluminador de luz ultravioleta (BioDoc-
it ® 220 Imaging System, UVP ® LLC), con ayuda de la luz blanca verificar de no dejar burbujas bajo

el gel. Se cerrd la puerta y se prende la luz UV, si la imagen era nitida se captura la imagen.
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X. 4.8. PCR PARA CADA PAR DE OLIGONUCLEOTIDOS.

X.4.8.1. SNP’s rs117767867 y rs13342692

Con el par de oligonucledtidos LMTE_HumMCT11 1 y LMTE_HumMCT11 2 se buscaron las
variantes V1131 (rs117767867) y D127G (rs13342692); la PCR consta de las siguientes condiciones:
etapa inicial de desnaturalizacion de 94°C por 5 min; posteriormente 40 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 30 segundos, 67.1°C 30 segundos para el alineamiento, 72°C 30 segundos para la extension.
Con un ciclo final a 72°C por 10 minutos. Se utilizo el termociclador Labnet MultiGene™ Gradient
PCR Thermal Cycler TC9600-G-230V. Se prepara un volumen final de 40 pl, de los cuales se utilizan
9 ul para realizar la electroforesis y saber si amplifico la muestra, 10 pl para la digestion enzimatica

con Hinll y 10 pl para la enzima Bsp143l.

X.4.8.2. SNP rs75418188

Para la variante G340S (rs75418188) se utilizaron los oligonucleétidos LMTE_ HUmMMCT11 5 y
LMTE_HumMCT11 6 y las condiciones para la PCR fueron las siguientes: etapa inicial de
desnaturalizacion de 94°C por 5 min; posteriormente 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, 55.1°C 30 segundos para el alineamiento, 72°C 30 segundos para la extension. Con una
extension final a 72°C por 10 minutos. Se utilizo el termociclador Labnet MultiGene™ Gradient PCR
Thermal Cycler TC9600-G-230V. Se prepara un volumen final de 30 ul, de los cuales se utilizan 9 ul
para realizar la electroforesis y saber si amplifico la muestra, 10 pl para la digestién enzimatica con
Kfll.

X. 4. 9. Digestion enzimatica

X. 4.9. 1. Digestion enzimatica con Hinll.

Thermo scientific FastDigest #FD0474 para 100 reacciones
1ml de buffer Fastdigest 10X

1ml de buffer Green Fastdigest

En un tubo para PCR, se agregan los siguientes reactivos siguiendo este orden:

Reactivo Cantidad para 30 pl | Cantidad para 15 pl
Agua 17 ul 8.5 ul

Buffer Fastdigest 10X o buffer Green 2 ul 1pl
Producto de PCR 10 ul (0.2 pg) 5 ul

Enzima FastDigest Hinll 1l 0.5 ul
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Se mezcla suavemente y se centrifuga. Incubar a 37°C por 2hrs. La inactivacion es opcional, a 65°C

por 5 min. Una vez pasado el tiempo se corrieron por electroforesis en gel de agarosa al 2%, a 180V

por 1hr y 10 min. Si se observa en la imagen del gel de agarosa el corte con la enzima, significa que

la persona no presenta el polimorfismo V113l (rs117767867), sera un fragmento de 355 pb y otro

fragmento de 139 pb. Se no se observa corte con la enzima, significa que la persona presenta el

polimorfismo; de la misma manera seré para las otras enzimas de restriccion. Se disefi6 de esta manera

debido a que no se encontraban enzimas de restriccion que realizaran corte en la ubicacion del

polimorfismo en la secuencia del gen SLC16A11.

X. 4.9. 2. Digestion enzimética con Bsp143l.

Thermo scientific FastDigest #FD0784 para 40 reacciones

1ml de buffer Fastdigest 10X
1ml de buffer Green Fastdigest

En un tubo para PCR, se agregan los siguientes reactivos siguiendo este orden:

Reactivo Cantidad para 30 pl | Cantidad para 15 pl
Agua 17 pl 8.5 ul

Buffer Fastdigest 10X o buffer Green 2 ul 1pl
Producto de PCR 10 pl (0.2 pg) 5ul

Enzima FastDigest Bsp143l 1l 0.5 ul

Se mezcla suavemente y se centrifuga. Incubar a 37°C por 1hr y 30 min. La inactivacion es opcional,

a 65°C por 20 min. Una vez pasado el tiempo se corrieron por electroforesis en gel de agarosa al 2%,

a 180V por 1hry 10 min.

Si existe corte con la enzima de restriccién generara dos fragmentos, un fragmento de 395 pb y otro

de 99 pb; lo que significa que la persona no presenta el polimorfismo D127G (rs13342692).

X. 4.9. 3. Digestion enzimatica con KfllI.

Thermo scientific FastDigest #FD2164 para 20 reacciones

1ml de buffer Fastdigest 10X
1ml de buffer Green Fastdigest
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En un tubo para PCR, se agregan los siguientes reactivos siguiendo este orden:

Reactivo Cantidad para 30 pl | Cantidad para 15 pl
Agua 17 ul 8.5 ul

Buffer Fastdigest 10X o buffer Green 2 ul 1l
Producto de PCR 10 pl (0.2 pg) 5 ul

Enzima FastDigest Kfll 1l 0.5 ul

Se mezcla suavemente y se centrifuga. Incubar a 37°C por 2 hrs. La inactivacién es opcional, con
fenol/cloroformo. Una vez pasado el tiempo se corrieron por electroforesis en gel de agarosa al 2%, a
180V por 1hry 10 min.

Si existe corte con la enzima de restriccion generara dos fragmentos, un fragmento de 249 pb y otro

de 210 pb; lo cual la persona no presentara el polimorfismo G340S (rs75418188).
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